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Resumen 
El  hierro  es  un  elemento  esencial  para  numerosos  procesos  fisiológicos.  Forma 
parte de la hemoglobina, proteína encargada de administrar oxígeno a los tejidos. 
También  interviene  en  otros  procesos  como  la  respiración  celular  a  nivel  de  la 
mitocondria y se  integra en otras proteínas como la mioglobina. Sin embargo, un 
exceso  de  hierro  puede  causar  daños  en  los  tejidos  al  generarse  radicales  libres 
altamente  tóxicos,  mientras  que  una  carencia  puede  derivar  en  anemia.  Los 
trabajos incluidos en esta tesis doctoral se centran, preferentemente, en la anemia 
ferropénica.  Este  tipo  de  anemia  es  la  más  frecuente,  siendo  un  trastorno  de 
prevalencia  mundial.  Su  herencia  es  compleja,  ya  que  múltiples  factores 
ambientales  y  genéticos  están  involucrados  en  su  etiología.  Por  otro  lado,  se 
estudia la hemocromatosis, una patología causada por los daños tisulares debidos 
al  exceso  de  hierro.  La  base  genética  de  su  variante  más  frecuente  está  bien 
descrita y consiste en la mutación C282Y del gen HFE. Sin embargo, su penetrancia 
incompleta  y  la  relativa  baja  frecuencia  de  esta  mutación  en  poblaciones 
mediterráneas  hacen  necesario  la  búsqueda  de  otras mutaciones,  que  expliquen 
mejor la etiología y los diferentes grados de gravedad de esta enfermedad. Además 
los  valores  relativamente  altos  de  heredabilidad  de  los  principales  parámetros 
bioquímicos  y  hematológicos  empleados  para  valorar  el  estado  del  hierro 
(hemoglobina,  ferritina,  hematocrito,  hierro  sérico,  volumen  corpuscular  medio, 
transferrina  y  saturación  de  la  transferrina)  justifican  la  búsqueda  de  su  base 
genética, y la de las alteraciones del metabolismo del hierro.   
La  presente  tesis  doctoral  tiene  como  objetivo  general  encontrar  marcadores 
genéticos asociados a las alteraciones del metabolismo del hierro, concretamente a 
la anemia ferropénica y a la hemocromatosis. Los objetivos específicos son:  
1. Diseñar  y  valorar  una  herramienta  de  genotipado  (reacción  de  mini‐
secuenciación SNaPshot),  para  replicar  la  asociación  entre marcadores 
genéticos  y  parámetros  bioquímicos  relacionados  con  el  metabolismo 
del hierro. 
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2. Comparar  la  variabilidad  de  los  marcadores  incluidos  en  el  SNaPshot 
entre  población  española  y  otras  caucásicas.  Estudiar  su  posible 
estratificación  poblacional,  con  el  fin  de  valorar  la  utilidad  clínica  de 
estas variantes. 
3. Buscar  variantes  en  los  genes  candidato  del  exceso  de  hierro  y/o 
hemocromatosis  (hepcidina  y  hemojuvelina)  en  individuos  con 
diferentes genotipos para el  gen HFE.  Comparar  su distribución alélica 
con la de otras poblaciones. 
4. Establecer  asociaciones  entre  marcadores  genéticos  y  parámetros 
bioquímicos  y  hematológicos  relacionados  con  el  metabolismo  del 
hierro. 
5. Estudiar  las  asociaciones  obtenidas  más  relevantes,  con  el  fin  de 
proponer  nuevas  hipótesis  sobre  su  implicación  en  la  etiología  de  la 
anemia ferropénica. 
6. Establecer  un  modelo  para  identificar  factores  genéticos  de  riesgo  o 
protección que influyen en el desarrollo de la anemia ferropénica. 
Para  ello,  en  primer  lugar  se  desarrolló  una  herramienta  de  genotipado  por 
SNaPshot para analizar,  en una sola  reacción, 10 marcadores o polimorfismos de 
un único nucleótido (SNPs) seleccionados por su posible asociación con el estado 
del hierro. En segundo lugar, se realizaron dos estudios genético‐poblacionales en 
los que  se  analizaron marcadores o  SNPs  relacionados  con anemia  ferropénica y 
hemocromatosis en población española y se establecieron comparaciones con  las 
frecuencias encontradas en otras poblaciones europeas. En  tercer y último  lugar, 
se  realizaron  tres  estudios  de  genética  clínica  sobre  la  anemia  ferropénica, 
utilizando el SNaPshot desarrollado y añadiendo nuevos SNPs seleccionados de la 
literatura.  En  total,  se  estudiaron  hasta  45  SNPs  en  358  mujeres  españolas 
autóctonas en edad fértil. 
Los  resultados  obtenidos  en  esta  tesis  doctoral  confirman  que  el  sistema  de 
genotipado diseñado es una  técnica  sencilla,  consistente,  sensible y  con una baja 
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tasa  de  error.  Además,  la  selección  de  los  10 marcadores  fue  correcta  ya  que  la 
mayoría se asoció a algún parámetro del estado del hierro. A nivel poblacional, las 
frecuencias encontradas en población española para los 10 SNPs relacionados con 
la anemia ferropénica no difieren de las publicadas en otras poblaciones europeas.  
En  cuanto  a  la  hemocromatosis,  se  demuestra  que  los  genes  hemojuvelina  y 
hepcidina  están  muy  conservados  en  individuos  de  población  española  con 
diferentes genotipos para el gen HFE. Además, se confirma la mayor prevalencia de 
hemocromatosis no debida a HFE en poblaciones del sur de Europa. Los estudios 
de asociación  sobre anemia  ferropénica muestran en esta  tesis, por primera vez, 
que el SNP rs1375515 está asociado a los niveles de hemoglobina y ferritina sérica, 
y es también un factor de riesgo para este tipo de anemia. Este SNP y el rs1800562 
explican diferencias  significativas  en  la distribución de  los  individuos en  los  tres 
fenotipos clínicos (normal, deficiente y anémico).  
Por otro  lado, se han replicado la asociación de varios SNPs como por ejemplo el 
rs3811647  y  el  rs1799852  con  los  niveles  de  transferrina,  o  la mutación  C282Y 
(rs1800562) con el estado del hierro, entre otros. Además, se han identificado dos 
factores de protección de la anemia ferropénica, el rs1800562 (localizado en el gen 
HFE) y el rs4895441 (región intergénica HB1S‐MYB, relacionado con altos niveles 
de hemoglobina fetal). Por el contrario, el rs1314491 (gen HIST1H2BJ, que codifica 
una  histona  tipo  1,  y  el  rs1868505  (gen  CACNA2D3)  son  factores  de  riesgo.  La 
localización  de  rs1375515  en  la  subunidad  CACNA2D3  de  un  canal  del  calcio 
motivó su análisis mediante Fine Mapping. La asociación de los SNPs de CACNA2D3 
con ferritina y hierro sérico sugiere que estos canales de calcio pueden ser una vía 
de  entrada  del  hierro  al  interior  celular,  y  que,  por  tanto,  estos  marcadores 
modificarían de alguna forma su funcionalidad. 
En  conclusión,  los  hallazgos  de  la  presente  tesis  doctoral  han  permitido 
profundizar en el conocimiento de la asociación entre marcadores genéticos y los 
trastornos del metabolismo del hierro al haber: a) mostrado como la hepcidina y la 
hemojuvelina  son  genes  altamente  conservados  en  población  española  con 
sobrecarga de hierro, b) replicado, por primera vez, la asociación de determinados 
marcadores con parámetros relacionados con el estado del hierro y con la anemia 
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ferropénica  en  población  española,  c)  identificado  un  nuevo  SNP  (rs1375515), 
asociado con el estado del hierro, d) proporcionado evidencia genética de que los 
canales  de  calcio  podrían  ser  una  vía  de  entrada  de  hierro  en  condiciones 
fisiológicas. 
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Summary 
Iron is an essential element for normal organism function, thus, fine regulation of 
this element is required because departures from its optimal levels produce severe 
alterations.  For  example,  iron  overload  produces  hydroxyl  radicals  which  cause 
severe  tissue  damages.  By  contrast,  iron  deficiency  may  cause  anaemia.  As 
mammalians  have  no  active  mechanisms  to  eliminate  iron,  its  absorption  and 
storage regulation are crucial to maintain appropriate levels of this mineral.  
Not only  are nutritional  and host‐related  factors determinants of  iron  levels,  but 
also  genetic  factors  play  an  important  role.  The  heritability  of  the  biochemical 
parameters used to assess iron status, such as haemoglobin, haematocrit, ferritin, 
mean  cell  volume,  transferrin  and  serum  iron,  supports  this  hypothesis.  Several 
studies on humans have associated many genetic markers, mainly SNPs, with these 
parameters  and  with  anaemia  itself.    However,  it  is  still  difficult  to  replicate  or 
apply  the  obtained  results  in  practical  health  contexts,  rendering  it  necessary  to 
broaden methodological  strategies  in  research,  using  data  mining methods  as  a 
means to integrate all of these associations. 
Among iron related diseases, this thesis mainly focuses on iron deficiency anaemia 
that, being the most worldwide spread, is considered as a pandemia. Iron overload 
and hemochromatosis have also been studied studied. The genetic basis of type 1 
of  this  disease  is  well  established  and  consists  in  mutations  in  the  HFE  gene. 
However,  the  incomplete  penetrance  and  the  relatively  low  frequency  of  these 
mutations  in  southern European populations makes  it  necessary  to  explore  new 
genes that could explain better the etiology of this pathology.     
The  general  aim  of  this  thesis  work  is  to  broaden  the  knowledge  about  the 
association  between  genetic  markers  and  the  iron  metabolism  disorders.  The 
specific aims are: 
1. To  design  and  test  a  genotyping  tool  (mini‐sequencing  reaction 
SNaPshot) in order to replicate the association between genetic markers 
and biochemical parameters related to iron metabolism. 
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2. To  compare  the  variability  of  the markers  included  in  the  SNaPhot,  in 
Spanish and other Caucasian populations. To study its possible structure 
in Spanish population in order to assess its clinical utility.                                    
3. To search  for variants  in  the candidate genes  for  iron overload and/or 
hemochromatosis  (hepcidin  and  hemojuvelin)  in  individuals  with 
different  genotypes  of  the  HFE  gene.  To  compare  their  allelic 
distribution with those of other populations. 
4. To  establish  associations  between  genetic  markers  and  iron‐related 
biochemical and hematological parameters.  
5. To  study  the  most  relevant  associations  obtained,  aiming  to  propose 
new hypothesis about their possible involvement in the etiology of iron 
deficiency anaemia. 
6. To  establish  a model  to  identify  genetic  risk  or  protective  factors  that 
play a role in developing iron deficiency anaemia. 
 
This thesis includes six works that address the aforementioned objectives. 
The first study is a methodological work in which a genotyping tool that targets 10 
SNPs in genetic regions related to iron status was developed. The results obtained 
confirm  that  the  developed mini‐sequencing  reaction  SNaPshot  is  a  very  simple, 
sensitive,  low  cost  and  precise  method.  Furthermore,  the  majority  of  the  SNPs 
were found associated with at least one iron related biochemical parameter, which 
confirms that the SNP selection was appropriate.  
In  the  second  study,  individuals  classified  according  to  the  three  iron‐clinical 
phenotypic  groups  (normal  deficient  and  anaemic)  were  genotyped  in  order  to 
evaluate  the  SNaPshot  reaction.  Genetic  distances  were  assessed  among  this 
Spanish  sample,  as  a  whole  and  divided  into  the  three  groups,  with  Caucasian 
populations  available  in  the  NCBI  Reference  Assembly.  No  significant  genetic 
distances  were  found,  confirming  that  the  markers  selected  do  not  reveal  any 
population  substructure.  These  findings  reinforced  the  possible  clinical  utility  of 
the developed SNaPshot reaction.  
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In  regard  to  the  hemochromatosis,  the  third  work  explores  the  presence  of 
mutations in hepcidin and hemojuvelin in patients with different genotypes of HFE 
gene (C282Y and H63D)  in Spanish  individuals suffering  from iron overload. The 
influence  of  these  genotypes  on  iron  related  parameters was  also  assessed.  The 
results  showed  that  the hemojuvelin and hepcidin genes are highly conserved  in 
Spanish  population.  Moreover,  the  higher  prevalence  of  non‐HFE 
hemochromatosis in southern European populations was confirmed.    
In  the  fourth  research,  284  women  at  fertile  age  were  genotyped  using  the 
SNaPshot reaction. The results showed, in this thesis and for the first time, that the 
SNP  rs1375515  is  associated with  the  levels  of  haemoglobin  and  serum  ferritin 
and  that  this genetic marker  is  a  risk  factor  for developing  this kind of  anaemia. 
This  SNP  along  with  the  rs1800562  explained  significant  differences  in  the 
distribution of individuals in the three iron clinical phenotypes (normal, deficient 
and anaemic).  
The fifth work analyzes 358 Spanish women at fertile age and tested 45 SNPs. This 
association study was able to replicate the relation between several SNPs, such as 
rs3811647 and rs1799852, and the levels of serum transferrin, or the association 
of  C282Y mutation with  iron  status. Moreover,  two  protection  factors  regarding 
iron  deficiency  anaemia  have  been  identified:  the  rs1800562  (located  in  HFE 
gene),  and  the  rs4895441  (located  in  HB1SL­MYB,  related  with  persistent  high 
levels  of  fetal  hemoglobin).  On  the  opposite,  rs1314491  (in  HIST1H2BJ,  which 
codifies  a  type  1  histone)  and  rs1868505  (in CACNA2D3) were  found  to  be  risk 
factors  for  this  disorder.  Furthermore,  the  rs1375515  placement  in  the  calcium 
channel  subunit, CACNA2D3, motivated  a  Fine Mapping  study  of  this  region. The 
associations  found  for  the  SNPs  located  in  this  region  suggest  that  the  calcium 
channels could be a direct way for the iron to enter the cells, and that these SNPs 
could modify, in some manner, their functionality.  
In  conclusion,  the  findings  of  the  present  thesis  work  have  broadened  the 
knowledge of the genetic and molecular basis of  iron related disorders by means 
of:  a)  showing  how  hepcidin  and  hemojuvelin  genes  are  highly  conserved  in 
Spanish  population  with  iron  overload,  b)  replicating,  for  the  first  time,  the 
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association  of  certain  genetic  markers  with  iron‐related  parameters  and  iron 
deficiency anaemia  in Spanish population, c)  identifying a novel SNP, rs1375515, 
related to iron status, d) providing genetic evidence that calcium channels could be 
a direct way of entrance for iron in physiological conditions. 
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1.1. Metabolismo del hierro 
1.1.1.  El hierro y la importancia de su regulación 
El hierro es un nutriente  esencial para numerosos procesos  fisiológicos del 
organismo. Además, es un componente de  los citocromos y de  la molécula hemo, 
que a su vez forma parte de la hemoglobina y la mioglobina (Zhang y Enns 2009). 
El hierro es un cofactor en enzimas como la ribonucleotido‐reductasa, que controla 
la síntesis de ADN. También juega un papel fundamental en los procesos de oxido‐
reducción en las cadenas respiratorias de las mitocondrias, mecanismo clave en la 
respiración  celular  (Camaschella  2015).  En  general,  participa  de  la  integridad  y 
mantenimiento  celular  formando  parte  de  catalasas,  peroxidasas  y  oxigenasas 
(Anderson et al. 2007). 
Al contrario que otros elementos químicos esenciales como el zinc, el hierro 
es un elemento abundante en la naturaleza (Abbaspour et al. 2014). Sin embargo, a 
pesar  de  la  abundancia  geológica,  su  biodisponibilidad  no  es  tan  alta.  El  hierro 
genera con facilidad óxidos altamente insolubles que son difíciles de ingerir por los 
organismos.  En  respuesta  a  este problema,  algunos  seres  vivos han desarrollado 
diversos mecanismos celulares para capturar el hierro en  formas biológicamente 
útiles.  Ejemplo  de  ello  sería  el  mecanismo  por  el  cual  la  levadura  es  capaz  de 
reducir  la  forma  insoluble  del  hierro  férrico  (Fe3+)  a  hierro  ferroso  (Fe2+), 
fácilmente soluble en agua. Los organismos superiores como el ser humano poseen 
mecanismos  análogos  al  comentado.  En  el  organismo  humano,  el  hierro  se 
encuentra  formando  parte  de  complejos  proteínicos  como  la  hemoglobina  y  la 
mioglobina (grupo hemo) o en otros complejos no relacionados con el grupo hemo, 
como  en  los  enzimas  hierro‐flávicos,  en  la  ferritina  y  en  la  transferrina. 
Prácticamente dos tercios del hierro de todo el organismo se encuentran unidos a 
la hemoglobina dentro de  los glóbulos rojos circulantes, 25% almacenado y 15% 
unido  a  la  mioglobina  en  el  tejido  muscular  y  a  los  enzimas  ya  comentados.  El 
conjunto de la ferritina y la hemosiderina se considera la reserva corporal de este 
metal (Hentze et al. 2010). 
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Las  particularidades  en  el  almacenado  del  hierro  hacen  que  éste  sea  muy 
tóxico  cuando  se  acumula  de  forma  no  controlada.  El  exceso  de  hierro  genera 
radicales  hidroxílicos  y  aniones  oxidantes  altamente  reactivos  con  moléculas 
biológicas, como proteínas, lípidos y/o ADN. Como se describirá en el apartado 1.4 
el hierro desencadena  la  reacción Fenton, por  la  cual  se  generan  radicales  libres 
que  son  altamente  tóxicos  para  los  tejidos  (Hentze  et  al.  2004).  Además,  el 
organismo no cuenta con ningún mecanismo activo de secreción y las pérdidas de 
hierro se dan pasivamente por sudoración, descamación del epitelio digestivo y en 
la menstruación. Esto hace que el único punto de control se dé en  la absorción a 
nivel de los enterocitos (Abbaspour et al. 2014).   
 
1.1.2.  Absorción, transporte y reciclaje de hierro 
El hierro se absorbe a partir de la dieta de dos formas: en forma hemo y en 
forma no hemo. Una de ellas, la forma no hemo, es más biodisponible que la otra. 
Curiosamente, el organismo absorbe más fácilmente hierro en la forma hemo que 
es más escasa en la dieta (Hurrell y Egli 2010).    
A  nivel  del  duodeno,  el  hierro  se  introduce  en  los  enterocitos  ya  sea  por 
medio del  transportador de metales divalentes 1  (DMT1)  en  la  forma no hemo,  o 
mediante  la  proteína  transportadora  de  hemo  1  (HCP1),  aunque  existe  cierta 
controversia  sobre  este  punto  (Zhang  y  Enns  2009).  Para  que  el  DMT1  pueda 
actuar, el hierro procedente de la dieta debe ser transformado en Fe2+, función de 
la que se ocupa principalmente la reductasa DcytB. En el citosol de los enterocitos, 
el hierro se puede almacenar uniéndose a la ferritina (Ft) o atravesar la membrana 
basolateral  para  ser  transportado  al  resto  del  organismo.  En  esta membrana  se 
encuentra la ferroportina (FPN), proteína implicada en el transporte y reciclaje del 
hierro  y  sobre  la  cual  actúa  la hepcidina,  como  se  comentará  posteriormente.  La 
FPN  exporta  hierro  del  interior  al  espacio  extracelular  en  los  enterocitos, 
macrófagos y  hepatocitos. Una vez extraído por la FPN, la hefastina oxida el Fe2+ a 
Fe3+ para que la transferrina (Tf), la proteína más importante en el transporte del 
hierro  (Hentze  et  al.  2010),  haga  circular  este mineral  por  todo  el  organismo en 
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función de los requerimientos fisiológicos. El hierro se transporta a la médula para 
la  eritropoyesis,  al  tejido  muscular  y  al  interior  celular  para  funciones 
respiratorias. La mayor parte del hierro empleado para  la eritropoyesis proviene 
del  hierro  reciclado  de  los  eritrocitos  senescentes  al  ser  fagocitados  por  los 
macrófagos. Este proceso  se da mayoritariamente  en el hígado, que es  el  órgano 
más importante en la regulación de la homeostasis del hierro.  Se calcula que de 1 a 
2 mg de hierro se introducen por la dieta, mientras que se reciclan de 20 a 25 mg 
(Figura 1). El  receptor de  transferrina 1  (TfR1),  localizado en  la membrana de  la 
mayoría  de  los  tipos  celulares,  es  el  encargado  de  captar  la  transferrina  e 
introducir el hierro al interior citoplasmático.  
 
 
Figura 1. Absorción, transporte y reciclaje de hierro sistémico. Se indica el flujo de hierro 
(mg/día) en cada uno de estos procesos. Tomado de Anderson et al. 2007  
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1.1.3.  Detección y regulación del hierro sistémico 
Como  se  comentó  anteriormente,  el  hígado  es  el  órgano  encargado  de  la 
regulación  de  los  niveles  sistémicos  de  hierro.  En  él  se  secreta  la  hepcidina, 
considerada la proteína clave en la homeostasia del hierro (Abbaspour et al. 2014). 
Todos  los  procesos  implicados  en  la  regulación  de  este  mineral,  ya  sean  las 
variaciones  en  los  niveles  de  hierro,  la  hipoxia,  la  inflamación  y  la  eritropoyesis 
influyen en  la expresión de  la hepcidina  inhibiéndola o estimulándola  (Figura 2). 
La  hepcidina  es  una  proteína  anti‐microbiana  mediadora  de  los  procesos 
inmunitarios (Park et al. 2001). En condiciones de hierro elevado, esta proteína se 
une a la FPN y produce su endocitosis y posterior degradación. Esto provoca que el 
hierro no pueda exportarse del interior celular, impidiendo su absorción a nivel de 
los enterocitos, el reciclaje en los macrófagos y la liberación del hierro almacenado 
 
Figura  2.  Regulación  de  los  niveles  de  hierro  sistémico  a  nivel  del  hepatocito.    La 
hepcidina  se muestra  como  el  eje  hacia  el  que  converge  toda  la  red  de  señalización.  La 
hepcidina  provoca  la  degradación  de  la  ferroportina  (FPN)  con  lo  que  el  hierro  deja  de 
absorberse en el duodeno (enterocitos), impidiendo además su recirculación sistémica. La 
matriptasa  2  (TMPRSS6)  degrada  la  hemojuvelina  (HJV)  en  condiciones  de  hierro  bajo. 
IL6: Interleukina‐6. STAT3: Transductor de señal y activador de la transcripción 3. DMT1: 
Transportador  de  metales  divalentes  1.  Dcytb:  Reductasa.  SMAD:  Mediador  de  señal 
intracelular.  Modificado de Dunn et al. 2007 
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en  la  ferritina.  Cuando  hay  bajos  niveles  de  hierro  se  inhibe  la  expresión  de  la 
hepcidina, con lo que se invierten los procesos anteriores al estar activa la FPN. Es 
decir, se absorbe hierro, los macrófagos liberan el hierro captado de los eritrocitos 
senescentes,  y  se  libera  el  almacenado.  Esta  es  la  razón  por  la  cual  una 
sobreexpresión  de  la  hepcidina  produciría  anemia,  y  su  ausencia,  sobrecarga  de 
hierro  (Hentze  et  al.  2010).  Mediante  el  control  de  los  niveles  de  hepcidina  se 
regula el hierro sistémico, hallándose en el hígado un complejo de proteínas que se 
encargan  de  controlar  su  expresión,  como  son  el  HFE,  las  citokinas  BMPs 
(proteínas  morfogenéticas  óseas),  la  hemojuvelina  (HJV),  la  matriptasa  2 
(TMPRSS6) y el receptor de transferrina 2 (TfR2), entre otras (Figura 2).  
La hemojuvelina (HJV) se expresa mayoritariamente en músculo esquelético, 
corazón  y,  en  menor  medida,  en  el  hígado.  Es  una  glicoproteína  anclada  a  la 
membrana  plasmática  que  funciona  como  receptor  de  las  BMPs,  estimulando  la 
expresión  de  la  hepcidina  a  través  de  una  cascada  de  señalización,  en  la  que 
intervienen las proteínas de transducción SMADs y que finaliza en un aumento de 
la expresión de la hepcidina a nivel nuclear (Figuras 2 y 3). La forma soluble sHJV 
se  une  a  la  anclada  en  la  membrana,  interrumpiendo  la  estimulación  de  la 
expresión de hepcidina. Ciertos trabajos señalan que la expresión de HJV soluble es 
dependiente del estado del hierro y se  inhibe como respuesta a  los niveles de Tf 
cargada de hierro (Zhang et al. 2007, Core et al. 2014). Al estar implicada en varios 
sistemas de regulación, algunos autores han considerado el sistema HJV‐hepcidina 
como el eje regulador del hierro (Zhang  2010). 
El receptor de transferrina 2 (TfR2), tiene una afinidad por la Tf menor que el 
TfR1 y se ha sugerido que está más implicado en generar una señal de aumento de 
la expresión de hepcidina que en  interiorizar hierro al citoplasma (Silvestri et al. 
2014). Por tanto, se le considera uno de los sensores del estado del hierro (Figuras 
2  y  3).  Es,  además,  una  proteína  poco  estable,  lo  que  favorecería  los  cambios 
rápidos en concentración a nivel de la membrana de los hepatocitos. 
La  HFE  es  una  proteína  transmembrana  del  complejo  mayor  de 
histocompatibilidad.  Localizada  en  la  superficie  de  los  hepatocitos  (Figura  3), 
funciona también a modo de sensor de los niveles de hierro e interacciona con el 
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TfR1,  el  TfR2  y  la  transferrina  (Hentze  et  al.  2010,  Gkouvatsos  et  al.  2012).  En 
condiciones de hierro alto,  el HFE  forma un complejo con el TfR2 que emite una 
señal  de  transducción  para  que  se  exprese  la  hepcidina.  Otros  trabajos  han 
demostrado  también  como  el HFE  estimula  la  expresión  del mismo TfR2,  lo  que 
refuerza su papel regulador.  
 
 
Figura 3. Cascada para estimular la expresión de hepcidina a nivel nuclear. En condiciones 
de  hierro  alto,  (transferrina  con  sus  dos  sitios  de  unión  al  hierro  ocupados),  el  HFE  se 
desacopla del receptor de transferrina 1 (TfR1) y forma un complejo con la hemojuvelina 
(HJV),  el  receptor  de  transferrina  2  (TfR2),  la  proteína  morfogenética  6  (BMP6)  y  sus 
receptores  BMPR  I  (también  llamado  Alk3)  y  II.  Este  complejo  emite  una  señal  de 
transducción para inducir la síntesis de hepcidina a través de las proteínas mediadoras de 
señales intracelulares SMAD. Tomado de Muckenthaler 2014 
 
La  matriptasa  2  (TMPRSS6)  es  una  proteína  transmembrana  con  función 
serin proteasa, implicada en la regulación, pero con efecto opuesto al de HFE. Por 
medio  de  mecanismos  aún  discutidos,  parece  detectar  niveles  bajos  de  hierro 
mediando una señal de inhibición de la expresión de hepcidina, lo que generaría un 
aumento de absorción a nivel entérico. Se ha sugerido que la TMPRSS6 produce la 
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proteolisis de la HJV (Figura 2) que, al inactivarse, dejaría de estimular la secreción 
de hepcidina (Silvestri et al. 2008, Wang et al. 2014).  
Los  procesos  infecciosos,  inflamatorios  y  la  hipoxia,  poseen  mecanismos, 
independientes  a  los  ya  comentados,  que  influyen  en  la  expresión  de  hepcidina 
(Figura 2). La hipoxia dispara  la expresión de eritropoyetina y esto desencadena, 
por un lado, la eritropoyesis y, por otro, la inhibición de la hepcidina a través de los 
factores de transducción inducidos por hipoxia o HIFs (Dunn et al. 2007). Los HIFs  
se translocan al núcleo y se unen al promotor de la hepcidina impidiendo que ésta 
se  exprese  (Hentze  et  al.  2010).  En  los  procesos  infecciosos  e  inflamatorios  se 
potencia  la  expresión  de  esta  proteína,  independientemente  de  los  niveles  de 
hierro,  a  través  de  la  interleukina  6,  que  a  su  vez  activa  los  factores  de 
transcripción  STAT3.  Este  mecanismo  es  la  base  de  la  anemia  por  enfermedad 
crónica (Zhang y Enns 2009).    
 
1.2. Evaluación del estado del hierro 
En  el  laboratorio  se  valoran  una  serie  de  parámetros  bioquímicos  y 
hematológicos  que  permiten  estimar  de  forma  correcta  los  niveles  de  hierro. 
Además, para completar el cuadro diagnóstico, esta información se debe tener en 
cuenta  en  el  contexto  de  la  historia  nutricional  y  médica  del  paciente.  Los 
parámetros generalmente utilizados para llevar a cabo esta evaluación son: 
‐ La  Hemoglobina  es  el  principal  transportador  de  oxígeno  en  sangre.  Los 
niveles  de  hemoglobina  son,  por  tanto,  los más  importantes  a  la  hora  de 
valorar  la deficiencia de hierro  y  su último estadio,  la  anemia  (WHO/CDC 
2004,  Wood  y  Ronnenberg  2006).  La  concentración  de  hemoglobina  se 
expresa en gramos por 100 mL de sangre (g/dL). La distribución normal de 
hemoglobina varía con la edad, el sexo y el estado fisiológico (por ejemplo, 
durante  el  embarazo).  Así,  se  han  propuesto  diferentes  límites  de 
normalidad, que van de 13,0 a 14,2 g/dL en hombres y de 11,6 a 12,3 g/dL 
en  mujeres  (WHO  2001,  Beutler  y  Waalen  2006).  Sin  embargo,  la 
hemoglobina por sí sola no se considera un factor adecuado para valorar el 
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estado del hierro, por su falta de sensibilidad a los cambios en los niveles de 
este elemento y porque no sólo la deficiencia de hierro causa anemia (Cook 
2005).  
‐ La  ferritina  sérica  es  un  buen  indicador  de  las  reservas  del  hierro  en  el 
organismo. Por eso, la Organización Mundial de la Salud (OMS) emplea este 
valor  y  el  de  la  hemoglobina  para  establecer  los  fenotipos  clínicos  de  la 
anemia por deficiencia de hierro o anemia ferropénica (WHO 2011a, WHO 
2011b).  Aunque  se  han  propuesto  varios  valores  de  corte,  en  esta  tesis 
doctoral  se  ha  considerado  que  un  valor  por  debajo  de  los  20  μg/L 
representa un estado de deficiencia de hierro (Navas‐Carretero et al. 2008, 
McLaren  et  al.  2011).  En  cualquier  caso,  la  ferritina  es  una  proteína 
reactante  de  fase  aguda.  Esto  significa  que  sus  niveles  séricos  pueden 
encontrarse  elevados  en  caso  de  infección  o  inflamación,  al  margen  de 
cualquier cambio que se pueda producir en las reservas reales de hierro.  
‐ El hematocrito es el porcentaje (%) de sangre total compuesto por glóbulos 
rojos  intactos  o  hematíes  (Ruiz  Argüelles  y  Ruiz  Delgado  2014).  Este 
parámetro se reduce en condiciones de deficiencia de hierro y anemia. Sin 
embargo  no  aporta  información  adicional  que  no  pueda  ser  obtenida 
mediante la valoración de la concentración de hemoglobina (WHO 2008) 
‐ El  hierro  sérico  es  la  medida  más  obvia  del  estado  del  hierro  en  el 
organismo,  los  valores  de  hierro  varían  en  función  de  diferentes  factores 
incluyendo la concentración de su proteína de unión, la transferrina (Wells 
2005). Existen, de  forma general,  tres modos de medir el hierro sérico: a) 
valorar el contenido total de hierro por unidad de volumen μg/dL; b) medir 
el  número  total  de  sitios  de  unión  a  la  transferrina,  conocido  como 
capacidad de unión de hierro en μg/dL; c) estimar el porcentaje de los dos 
sitios de unión en todas las moléculas de transferrina que están ocupadas, 
lo que se denomina saturación de  la  transferrina  (Abbaspour et al.  2014). 
Estas  medidas  pueden  ser  diferentes  como  resultado  de  variaciones 
circadianas,  de  la  absorción  de  hierro  diario,  presencia  de  infección  o 
procesos inflamatorios.   
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‐ El  Volumen  Corpuscular  Medio  (VCM)  refleja  el  tamaño  medio  de  los 
glóbulos rojos, expresado en femtolitros (1 fL = 10‐15 litros). El VCM permite 
diferenciar  las  anemias  causadas  por  deficiencias  nutricionales,  ya  que 
disminuye  en  el  caso  de  la  anemia  ferropénica  (anemia  microcítica)  y 
aumenta en el caso de la anemia causada por deficiencia de vitamina B12 o 
ácido fólico (anemia macrocítica) (Ruiz Argüelles y Ruiz Delgado 2014). 
‐ Otro buen indicador del estado del hierro es la concentración en plasma del 
receptor de transferrina (TfR). Este índice se relaciona con la intensidad de 
la eritropoyesis, ya que los receptores TfR se generan en el desarrollo de los 
glóbulos  rojos  (Abbaspour  et  al.  2014).  En  caso  de  deficiencia  y  reserva 
escasa  de  hierro,  los  niveles  de  TfR  podrían  aumentar,  indicando  una 
insuficiencia severa de hierro. Además, el TfR parece verse menos afectado 
por la inflamación que la ferritina sérica (Beguin 2003).   
 
1.3. Trastornos del metabolismo del hierro 
Como se mencionó en el apartado 1.1.3, el organismo goza de mecanismos de 
control altamente elaborados para mantener la homeostasis del hierro, regulando 
de  forma  coordinada  la  absorción,  el  reciclaje  y  la  movilización  del  hierro 
almacenado.  La  alteración  de  cualquiera  de  estos  procesos  puede  producir,  bien 
anemia  ferropénica  cuando  hay  baja  disponibilidad  de  hierro  para  sintetizar 
hemoglobina, o bien desórdenes de exceso de hierro relacionados con patologías 
en diferentes órganos. 
 
1.3.1.  Anemia ferropénica 
La deficiencia  funcional  de  hierro  se  asocia  con baja  disponibilidad de  este 
mineral  para  la  síntesis  de  hemoglobina.  Esto  acaba  resultando  en  anemia, 
alterándose  de  forma  perjudicial  el  suministro  normal  de  oxígeno  a  los  tejidos 
(Nairz y Weiss 2006). La anemia causada por deficiencia del hierro, conocida como 
anemia  ferropénica,  es  un  desorden  pandémico.  Según  la  OMS,  un  cuarto  de  la 
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población mundial padece anemia, siendo las mujeres en edad fértil el grupo más 
afectado. Se ha estimado que la prevalencia de hierro en mujeres jóvenes es del 8% 
al 33% en Europa, del 10% al 16% en EEUU y alrededor del 42% en los países en 
vías  de  desarrollo  (WHO 2008).  La  anemia  es  un  desorden  clínico  caracterizado 
por  un  descenso  de  los  niveles    de  hemoglobina.  En  esta  tesis  los  valores  de 
hemoglobina  (Hb,  en  g/dL)  y  ferritina  (Ft,  en  μg/L),  basados  en  la  OMS  y  otros 
autores, con los que se definen los fenotipos clínicos de la anemia ferropénica son: 
normal  (Hb ≥ 12, Ft ≥ 20), deficiente  (Hb ≥ 12 y Ft < 20 ó Hb ≤ 12 y Ft > 20) y 
anémico  (Hb  <  12  y  Ft  <  20)  (Navas‐Carretero  et  al.  2008, McLaren  et  al.  2011, 
WHO 2011a, WHO 2011b).  
La deficiencia de hierro no se encuentra siempre ligada a  la anemia. Ciertos 
cambios  funcionales  pueden  producirse  sin  llegar  a  desarrollar  anemia,  pero  la 
mayoría de los síntomas clínicos como la fatiga, la debilidad, la falta concentración, 
etc. aparecen con este desorden (Camaschella 2015). Los síntomas se manifiestan 
incluso  en  las  formas  leves  y  moderadas  de  anemia  ferropénica,  afectando 
negativamente funciones como el desarrollo cognitivo,  la respuesta inmunitaria y 
la capacidad de trabajo. Por otro lado, la deficiencia de hierro durante el embarazo 
genera  consecuencias  adversas  tanto  en  la  madre  como  en  el  feto,  pudiéndose 
aumentar  el  riesgo  de  infecciones,  bajo  peso  al  nacer,  mortalidad  materna  y/o 
perinatal.  La  anemia  ferropénica  también  causa  reducción  de  la  capacidad  de 
aprendizaje y ratios más altos de morbilidad (Abbaspour et al. 2014). Por último, 
este desorden ha sido asociado a otras patologías como la osteoporosis (Toxqui y 
Vaquero 2015), la enfermedad de Alzheimer (Crespo et al. 2014), la ateroesclerosis 
(Galesloot et al. 2015) y la trombosis (Oboshi et al. 2015).  
 
1.3.2.  Otros tipos de anemia 
La  presente  tesis  se  centra  en  la  anemia  ferropénica,  sin  embargo,  a 
continuación se describen sucintamente otros tipos de anemia: 
Anemia por enfermedad crónica. Es el segundo tipo de anemia más frecuente 
(Zarychansky  y  Houston  2008).  Los  procesos  inflamatorios  prolongados  en  el 
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tiempo  generan  que  la  hepcidina  se  mantenga  en  valores  altos,  con  lo  que  se 
bloquea el reciclaje en lo macrófagos y la absorción de hierro (Weiss y Goodnough 
2005). 
Anemia por malnutrición. El organismo necesita vitaminas o minerales para 
generar  eritrocitos.  Para  producir  hemoglobina  se  requiere,  además  de  hierro, 
vitamina B12, vitamina A, ácido fólico y cobre. Por tanto, la falta de cualquiera de 
estos elementos puede provocar una producción  inadecuada de glóbulos  rojos y, 
en consecuencia, anemia (Abbaspour et al. 2014). 
Anemia  falciforme.  Esta  enfermedad  está  causada  por  la  producción  de 
moléculas  de  hemoglobina  con  estructura  anómala.  Esto,  a  su  vez,  provoca  una 
pérdida de afinidad de los glóbulos rojos por el oxígeno (Frenette y Atweh 2007).    
Anemia  por  deficiencia  refractaria  al  hierro.  Es  un  trastorno  autosómico 
recesivo poco frecuente, que se caracteriza por una anemia por deficiencia que no 
responde a  la  ingesta de hierro y con respuesta parcial al  tratamiento parenteral 
de hierro (Orphanet 2015). Es causada por mutaciones en la matriptasa 2 que, al 
perder  su  función  proteasa  sobre  la  hemojuvelina  (Figura  2),  no  evita  que  ésta 
mantenga los niveles altos de hepcidina (Du et al. 2008).  
Anemia  por  hipotransferrinemia. Es  un  trastorno  autosómico  recesivo  muy 
poco  frecuente,  debido  a  mutaciones  en  el  gen  que  codifica  para  la TF, 
produciéndose una fuerte reducción de su síntesis (OMIM 2015). Esta reducción en 
los niveles de la TF conduce a una disminución del aporte de hierro en la médula 
ósea para el desarrollo de los precursores eritroides, lo que resulta en una síntesis 
de  la  hemoglobina  reducida,  y  en  la  acumulación  de  un  exceso  de  hierro  en  los 
tejidos periféricos. Los pacientes afectados presentan a la vez anemia hipocrómica 
microcítica y síntomas de hemocromatosis.  
 
1.3.3.  Hemocromatosis 
La  hemocromatosis  es  una  patología  que  se  caracteriza  por  los  daños 
tisulares  producidos  por  la  sobrecarga  de  hierro.  Puede  ser  primaria,  como  la 
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hemocromatosis genética, o secundaria cuando es el resultado de otra enfermedad 
asociada.  Las  enfermedades  por  sobrecarga  de  hierro  suelen  generarse  de  dos 
formas distintas. Una, cuando la eritropoyesis es normal y el hierro sérico excede 
la  capacidad  de  unión  a  la  transferrina,  por  lo  que  se  deposita  en  las  células 
parenquimatosas de los órganos. Otra, cuando la sobrecarga férrica es el resultado 
del aumento del catabolismo de los eritrocitos y el hierro se deposita inicialmente 
en  las  células  del  sistema  mononuclear  fagocítico  y  después  en  las  células 
parenquimatosas.  
La hemosiderosis se define como la sobrecarga de hierro que no genera daño 
tisular. Como se ha comentado anteriormente, el ión hierro es altamente reactivo y 
puede  formar  radicales  libres  que  acaban  por  dañar  los  tejidos  en  los  que  se 
acumulan. El organismo humano no cuenta con un mecanismo activo de excreción 
de  hierro,  con  lo  que  cualquier  alteración  en  los  niveles  de  absorción  o  en  las 
proteínas  que  responden  a  diferentes  niveles  de  hierro,  podría  resultar  en  una 
acumulación  anormal  de  hierro  en  los  órganos.  El  hígado  es  el  órgano  más 
afectado,  debido  a  que  es  el  tejido  que  más  acumula  este  mineral,  pero  otros 
órganos  también  se  pueden  ver  dañados.  Un  criterio  general  para  considerar 
sobrecarga  de  hierro  es  presentar  unos  valores  de  índice  de  saturación  de  la 
transferrina  mayor  de  50%,  junto  con  valores  de  ferritina  sérica  superiores  a 
150µg/L en mujeres y a 200µg/L en hombres (Bacon et al. 2011). 
En función del tipo hemocromatosis, el momento de aparición y la gravedad 
de  los  síntomas  varían.  El  cuadro  clínico  compartido  por  las  diferentes 
hemocromatosis se caracteriza de forma generalizada por:  
‐ Daños  en  el  hígado  que  acarrean  hepatomegalia  y,  en  menor  frecuencia, 
cirrosis.  En  enfermos  cirróticos  se  desarrolla  con  frecuencia  cáncer  de 
hígado. 
‐ Daños en el páncreas que pueden generar diabetes. 
‐ Hipogonadismo secundario por daños en el eje hipotálamo‐hipofisario. 
‐ Afectación  cardíaca  por  daños  en  el  miocardio  que  afecta 
predominantemente a  los ventrículos y al  tejido contráctil.   Esto deriva en 
insuficiencia cardíaca y arritmias. 
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‐ Artropatía  que  afecta  fundamentalmente  a  las  articulaciones 
metacarpofalángicas. 
‐ Pigmentación  cutánea  por  aumento  de  la melanina  y  de  los  depósitos  de 
hierro subcutáneos (Bacon et al. 2011). 
 
Existen  diferentes  tipos  de  hemocromatosis  pero,  dados  los  objetivos  de  la 
presente tesis doctoral, a continuación se procede a describir sólo las variantes de 
hemocromatosis hereditarias (HH): 
Hemocromatosis  hereditaria  tipo  I  o  debida  a  HFE:  Este  tipo  de 
hemocromatosis  es  la  más  frecuente  y  su  base  genética  se  conoce  desde  hace 
varias décadas (Feder et al. 1996). Se origina debido a mutaciones del gen HFE, en 
concreto  C282Y  y  H63D.  Las  diferentes  combinaciones  genotípicas  son 
responsables  de  la  gravedad  y  penetrancia  de  la  enfermedad.  Alrededor  del  80‐
90% de  individuos  caucásicos  con hemocromatosis  hereditaria  presentan C282Y 
en  homocigosis.  Los  dobles  heterocigotos  C282Y/H63D  presentan  también  altas 
probabilidades de desarrollar la enfermedad (Feder et al. 1996, Pietrangelo 2004). 
Sin  embargo,  la  penetrancia  de  la  mutación  C282Y  en  homocigosis  parece  ser 
alrededor  del  24  al  43%,  además  de  ser  una  enfermedad  más  frecuente  en 
hombres. Es la penetrancia de la sobrecarga la que sí parece ser cercana al 100%, 
lo  que  evidencia  que  hay  otros  muchos  factores  genéticos  y  ambientales  que 
influyen  en  su  desarrollo  (Rossi  et  al.  2008).  El  gen HFE  codifica  una  proteína 
transmembrana no  clásica de  la  familia del  complejo de histocompatibilidad que 
interacciona con TfR1 y con el TfR2 como se vio en el apartado 1.1.3. La mutación 
C282Y  causa  una  sustitución  de  una  cisteína  por  una  tirosina  y  genera  una 
modificación  en  la  estructura  terciaria  que  hace  perder  la  funcionalidad  de  la 
proteína  (Figura 4). Así, deja de  interactuar con  los  receptores de  transferrina y, 
por tanto, cesa su capacidad de estimular la expresión de hepcidina, de forma que 
el hierro entra de forma descontrolada al interior celular (Ortiz et al. 2012). 
Hemocromatosis hereditaria tipo II o Hemocromatosis juvenil: Es considerada 
una enfermedad rara, como todas las demás HH salvo la tipo I. Se caracteriza por 
una aparición  temprana de  los  síntomas de  la enfermedad  (cirrosis,  insuficiencia 
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cardíaca,  infantilismo  etc.),  debido  a  una  excesiva  absorción  intestinal  de  hierro 
(Cazzola et al. 1998). Afecta tanto a varones como a mujeres, antes de los 30 años y 
es  predominante  en  sujetos  de  ascendencia  europea.  La  base  genética  de  la 
enfermedad se caracteriza por mutaciones en el gen de la hemojuvelina (Tipo IIa) 
y  hepcidina  (Tipo  IIb).  El  primer  estudio  en  identificar  una  alteración  en  la 
hemojuvelina fue el de Papanikolau et al. (2004). El gen de la proteína HFE2, como 
este  autor  inicialmente  denominó  a  la  hemojuvelina,  presentaba  la  mutación 
G230V en varios individuos de diferente origen. Desde entonces, se han detectado 
varias mutaciones,  tanto en hemojuvelina como en hepcidina, ya sea en regiones 
codificantes o intergénicas (Roetto et al. 2003, Huang et al. 2004, Lee et al. 2004, 
Lanzara  et  al.  2004,  Murugan  et  al.  2008,  Brakensiek  et  al.  2009).  Todas  estas 
mutaciones están restringidas a ciertas familias y su frecuencia a nivel poblacional 
es muy baja.  
 
 
Figura 4. Proteína HFE y sus principales mutaciones. La mutación C282Y, la más grave de 
la  hemocromatosis  hereditaria  tipo  I,  genera  la  ruptura  de  un  puente  de  disulfuro  que 
compromete su estructura terciaria y, por tanto, su función. Tomado de Bacon et. al 2011 
 
Hemocromatosis hereditaria tipo III asociada al receptor 2 de  la transferrina: 
Con  sintomatología  similar  a  la  HH  tipo  II,  se  debe  a mutaciones  en  el  gen  que 
codifica para el receptor 2 de la transferrina. Inicialmente descubierta en familias 
 INTRODUCCIÓN 
 
 
47
procedentes del sur de Italia (Camaschella et al. 2000, Pietrangelo 2005, Radio et 
al. 2014), también se ha descrito en Japón (Hattori et al. 2003), Portugal (Mattman 
et al. 2002) y norte de Francia (Le Gac y Férec 2005). 
Hemocromatosis  hereditaria  tipo  IV  enfermedad  de  la  ferroportina:  Al 
contrario del  resto de  las HH,  ésta presenta una modelo de herencia  autosómica 
dominante.  Los  niveles  de  ferritina  suelen  estar  muy  elevados  mientras  que  la  
transferrina  se  puede mantener  normal  (Devalia  et  al.  2002, Roetto  et  al.  2002). 
Esta disparidad parece ser más marcada en fases tempranas de la enfermedad. El 
análisis  del  gen  de  la  ferroportina  reveló  varias  mutaciones  causantes  de  esta 
variante de la HH (Rivard et al. 2003).  
 
1.4. Marcadores genéticos relacionados con el 
metabolismo del hierro 
1.4.1.  Heredabilidad y desequilibrio de ligamiento 
  La  heredabilidad  es  un  concepto  matemático  asociado  a  la  varianza 
estadística.  Nombrada  como  H2,  es  la  proporción  de  varianza  total  de  un 
determinado parámetro, explicada por la varianza genética en una población dada 
(Ramírez  y  Egaña  2003).  Se  ha  empleado,  de  forma  un  tanto  imprecisa,  como 
indicador  del  grado  de  control  genético  al  que  está  sometido  un  determinado 
fenotipo. Esto no es necesariamente correcto porque hay fenotipos poco variables, 
con  heredabilidad  baja,  cuya  expresión  depende  casi  exclusivamente  de  factores 
genéticos. Su utilidad radica en que, para aquellos factores con alta heredabilidad, 
será más probable encontrar marcadores genéticos relacionados con su variación a 
nivel poblacional. Éste el motivo por el cual en los estudios de asociación se hace 
una valoración previa de heredabilidad de los fenotipos que se quieren estudiar.  
El desequilibrio de  ligamiento  (LD,  linkage disequilibrium)  es un parámetro 
que  describe  el  patrón  de  asociación  no  aleatoria,  entre  alelos  de  diferentes  loci 
(regiones  cromosómicas)  en  una  determinada  población    (Nordborg  y  Tavaré 
2002). Se podría decir que es un concepto con una definición confusa, tal y como 
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otros  autores  han  mostrado,  ya  que  no  está  necesariamente  relacionado  con  el 
ligamiento biológico, ni tampoco con la falta de equilibrio (Slatkin 2008). Términos 
más  adecuados  para  definir  este  fenómeno  serían  la  “asociación  alélica  no 
aleatoria” o “fase gamética”. Dadas unas frecuencias alélicas, cuando dos alelos en 
diferentes loci se presentan en una frecuencia conjunta más alta de la esperada en 
una determinada población, se dice que esos dos loci están en LD. Esta frecuencia 
conjunta  esperada  estaría  definida por  el  producto de  las  frecuencias  alélicas de 
cada marcador.  Es,  por  tanto,  un  parámetro  estrictamente  poblacional, mientras 
que el ligamiento biológico es un fenómeno intrínseco al ADN. Este término se usó 
por  primera  vez  en  1960  por  Lewotin  y  Kojima,  y  persiste  porque  su  uso  se 
extendió en el  campo de  la genética de poblaciones, donde el  término se dio por 
válido mientras la definición estadística quedara clara. Sin embargo, en los años 80 
el  interés  por  el  LD  creció  rápidamente  dado  su  utilidad  en  los  estudios  de 
genotipado y, para entonces, el término ya estaba demasiado establecido para ser 
cambiado.  Estadísticamente hay varias definiciones pero todas están basadas en la 
siguiente fórmula donde el parámetro D sería el indicador básico de LD: 
D = PAB ‐ PAPB 
Que representa la diferencia entre la frecuencia de los gametos que llevan el 
alelo A y B (PAB) y el producto de la  frecuencias de estos alelos (PAPB).  
Además de la recombinación genética, dos alelos pueden estar asociados por 
múltiples causas que tienen que ver con la historia evolutiva de una determinada 
población y los eventos que influyen en ella, como por ejemplo la selección natural, 
la deriva génica, el efecto fundador y la estratificación poblacional, entre otras.  
Desde  el  punto  de  vista  de  la  genética  clínica,  el  LD  se  ha  revelado  como 
fundamental  en  los  estudios  de  asociación  fenotipo‐enfermedad,  especialmente 
cuando se emplean técnicas de genotipado masivo (GWAS).  
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1.4.2.  Variabilidad poblacional y proyecto HapMap 
El proyecto HapMap se desarrolló a partir de los datos que se iban revelando 
de  los  patrones  de  bloques  de  haplotipos  en  desequilibrio  de  ligamiento  en  el 
genoma.  En  el  año  2001,  Jeffreys  et  al.  y  Daly  et  al.,  de  manera  independiente, 
mostraron  como  el  genoma  estaba  estructurado  en  bloques  de  haplotipos,  del 
orden de decenas o centenas de kilobases, dentro de los cuales la variabilidad era 
muy  baja.  En  la  Figura  5  se  muestra  que  un  haplotipo  es  un  conjunto  de 
marcadores  localizados  en  fase  o  en  el  mismo  cromosoma.  Los  tag‐SNP  (Single 
Nucleotide  Polymorphism)  o  SNPs  etiqueta  son  polimorfismos  de  un  único 
nucleótido  que  recogen  la  mayoría  de  la  variabilidad  haplotípica  de  una 
determinada región. Además, estos bloques parecían estar flanqueados por puntos 
 
 
Figura 5.  Descripción de  la  variabilidad  en  el  genoma.  a)  Los  polimorfismos de  un  solo 
nucléotido (SNPs) son  la  forma más común de variación en el ADN. b) Los SNPs  forman 
haplotipos, de forma que la variación total de una región puede ser descrita mediante un 
número  reducido  de  haplotipos.  c)  Los  tag‐SNPs  o  SNPs  etiqueta  son  marcadores  que 
permiten  identificar  la  mayoría  de  los  haplotipos  incluidos  en  una  región.  Tomado  de 
International HapMap Consortium 2003 
 
 INTRODUCCIÓN 
 
 
50
de recombinación. Daly et al.  (2001) diseñaron un sistema para valorar el LD en 
función de los bloques de haplotipos. El hecho de que esa forma de organizarse el 
genoma  parecía  generalizada,  constituía  un marco  adecuado  para  identificar  los 
haplotipos  que  definen  todo  el  genoma.  De  esta  forma,  se  reducía 
considerablemente la variación inicialmente esperada a tenor del gran número de 
SNPs  contenidos  en  el  ADN.  Tal  y  como  el  mismo  Consorcio  Internacional  de 
HapMap  definió,  el  objetivo  del  proyecto  HapMap  (mapa  de  haplotipos)  era 
determinar  los  patrones  comunes  de  variación  de  la  secuencia  de  ADN  y  poner 
toda  esa  información  disponible  para  la  comunidad  científica  de  forma  libre  y 
gratuita (International HapMap Consortium 2003).   
Este  consorcio  comunicó  en  2003  la  intención  de  secuenciar  más  de  un 
millón variantes o marcadores del genoma en individuos de ascendencia africana, 
asiática  y  europea,  publicar  sus  frecuencias  y  el  grado  de  asociación  entre  estos 
marcadores.  Como  futuros  avances  esperados,  el  mapa  de  haplotipos  (HapMap) 
contribuiría  a  encontrar  variantes  asociadas  a  enfermedades  comunes,  facilitaría  
el desarrollo de herramientas de diagnóstico y potenciaría  la capacidad de elegir 
dianas  para  la  intervención  terapéutica.  En  2005,  el  consorcio  publicó  el  primer 
mapa  de  haplotipos  obtenido  a  partir  de  265  muestras.  La  información  que  se 
hacía  disponible  describía  puntos  calientes  de  recombinación,  estructuras  de 
bloques  de  LD  y  una  baja  diversidad  de  haplotipos  que  dejaba  en  evidencia  las 
numerosas  correlaciones  que  existían  entre  conjuntos  de  SNPs.  Se  mostraba 
también cómo esta información podía ayudar a diseñar estudios de asociación y a 
identificar  marcadores  objeto  de  selección  natural  (International  HapMap 
Consortium 2007). 
En la actualidad, la plataforma de HapMap ofrece información de más de 3,1 
millones de SNPs, genotipados en 1301 individuos seleccionados a nivel mundial a 
partir de 11 poblaciones distintas. Con esta cobertura de genotipado, se estima que 
está  cubierto  de  un  25  a  un  35%  de  toda  la  variación  de  SNPs  comunes  en  las 
poblaciones  empleadas.  La  comentada plataforma de búsqueda online,  aparte de 
ofrecer información sobre frecuencias genotípicas y alélicas, pone a disposición del 
usuario  varias  herramientas.  Se  menciona,  por  ejemplo,  su  utilidad  para 
seleccionar  tag‐SNPs  o  conocer  el  patrón  de  desequilibrio  de  ligamiento  de  una 
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región de interés, extraer información sobre la fase haplotípica, estimar el grado de 
desequilibrio de ligamiento entre dos SNPs, etc. Además, se ofrecen enlaces a otras 
bases de datos y plataformas de  interés,  como el  catálogo NHGRI de estudios de 
asociación  para  marcadores  relacionados  con  enfermedades,  la  base  de  datos 
OMIM  de  enfermedades  con  herencia  mendeliana,  la  plataforma  Entrez  genes,  y 
otras  (International  HapMap  Consortium  2007,  plataforma  online  del  proyecto 
HapMap: http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
1.4.3.  Estudios de asociación y base genética de las alteraciones 
del metabolismo del hierro 
Para conocer el componente genético de las enfermedades, hasta hace pocos 
años  se  han  empleado  diferentes  abordajes  para  estudiar  rasgos mendelianos  y 
monogénicos.  La estrategia genes‐candidato y los estudios de ligamiento familiar, 
en  las  que  se  emplean  STRs  y  SNPs,  obtenían  buenos  resultados  para  rasgos 
sencillos,  pero  en  general  se  encontraban  variantes  poco  comunes  asociadas  a 
patologías  graves  y  raras  (Carracedo  y  Salas  2008).  En  concreto,  los  estudios 
genes‐candidato  se  basan  en  hipótesis  previas  sobre  el  conocimiento  de  que 
ciertos  genes  se  relacionan  con  un  determinado  fenotipo.  Sin  embargo,  esta 
estrategia es poco útil en el estudio de  las enfermedades de herencia compleja o 
multigénica. 
Los estudios de asociación mediante genotipado masivo, en inglés “Genome­
Wide Association Studies” (GWAS), abrieron un nuevo campo en la investigación de 
la  base  genética  de  las  enfermedades  comunes  de  herencia  compleja  (Smith  y 
Newton  Cheh  2009).  Gracias  a  los  GWAS,  se  han  podido  descubrir  señales  de 
asociación en regiones inesperadas con rasgos de herencia compleja o poligénica, 
que más tarde han podido ser replicadas (Carracedo y Salas 2008). Esta técnica se 
basa  en  realizar  un  genotipado  masivo  de  variantes  polimórficas  (comunes)  en 
individuos que presenten diferentes fenotipos y, posteriormente, tratar de asociar 
esas  variantes  con  un  determinado  fenotipo.  Debido  a  que  en  nuestra  historia 
evolutiva el primer ancestro común es relativamente reciente, y que los eventos de 
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recombinación  se  suelen  concentrar  en  determinadas  regiones  cromosómicas, 
somos  capaces  de  sondear  toda  la  variabilidad  común  del  genoma  usando  unos 
cuantos miles de marcadores o variantes. El patrón de desequilibrio de ligamiento 
es lo que nos permite usar los marcadores analizados para desvelar la asociación 
de marcadores no genotipados.  
Por otro lado, estos estudios GWAS adolecen de ciertos problemas a la hora 
de  replicar  los  resultados,  hecho que guarda una estrecha  relación  con el diseño 
experimental  y  con  ciertos  aspectos  estadísticos  (Chanock  et  al.  2007).  Estos 
problemas se manifiestan en errores tipo I, o falsos positivos, y en errores tipo II, 
que  representan  los  falsos  negativos.  La  estratificación  poblacional,  o 
estructuración de  la muestra, puede acarrear asociaciones  falsas  (errores  tipo  I), 
debido a que los casos y controles son poblaciones distintas a nivel genético (Salas 
y  Carracedo  2007).  Las  correcciones por  comparaciones múltiples  son  necesarias, 
especialmente en el caso de analizar muchos SNPs, ya que las pruebas estadísticas 
se  multiplican  exponencialmente  pudiéndose  generar  errores  de  tipo  I.  Sin 
embargo,  una  estrategia  de  corrección  muy  conservadora  podría  provocar  una 
reducción en la potencia del estudio y, por ende, errores de tipo II. La potencia de 
la  prueba  o  el  poder  estadístico  de  un  estudio  de  asociación  también  viene 
determinada por el tamaño de la muestra. Una muestra no suficientemente grande 
podría  ser  la  causa  del  “efecto  Jackpot”  relacionado  con  la  falta  de  potencia 
estadística.  Este  efecto  consiste  en  que  el  primer  estudio  que  informa  de  una 
asociación débil posiblemente haya sobrestimado el efecto real del polimorfismo, 
con lo que otros estudios fracasan a  la hora de replicarlo. Una correcta definición 
del fenotipo de interés también puede ser fuente de errores estadísticos. El hecho 
de que bajo una misma definición convivan varias alteraciones con base genética 
distinta conduce a una pérdida de detección (Carracedo y Salas 2008).  
En el marco de los estudios de asociación, también se encuentran los análisis 
de “mapeo fino” o Fine Mapping.  De forma general, un Fine Mapping es un análisis 
genético, en el que se genotipan varios SNPs de una región que anteriormente haya 
resultado asociada con algún  fenotipo de  interés. Lo que se busca es profundizar 
en el conocimiento de esa asociación, tratando de encontrar el SNP responsable o 
causal  del  hallazgo  estadístico.  La  selección  de  los  SNPs  se  realiza  teniendo  en 
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cuenta  el  LD  de  la  región,  de manera  que  se  pueda  captar  la máxima  variación, 
genotipando el menor número de SNPs posibles. 
En cuanto al componente genético de  las alteraciones del estado del hierro, 
se han descrito numerosas mutaciones en proteínas implicadas en el metabolismo, 
en  la estabilidad del eritrocito o en  la absorción del hierro que producen anemia 
severa o hemocromatosis (Weatherall 1998, Roetto et al. 2002, Gehrke et al. 2005, 
Finberg 2009, Ramsay et al. 2009, de Tayrac et al. 2015). La heredabilidad de los 
parámetros empleados para valorar el estado del hierro (Hb, Ft, Tf) son reflejo de 
un  componente  genético,  que  podría  explicar  parte  de  la  variabilidad  de  estos 
parámetros y por  tanto del estado del hierro  (Whitfield et al. 1985, Garner et al. 
2000,  Souto et  al.  2003, Njajou et  al.  2006,  Sala et  al.  2008). En última  instancia, 
esto ha hecho posible encontrar en  los estudios de asociación variantes comunes 
asociadas con las alteraciones del estado del hierro (Bayele et al. 2009). Trabajos 
como  el  de  Benyamin  et  al.  (2009a)  revelaron  cómo  un  número  discreto  de 
marcadores en el gen de la transferrina era capaz de explicar una proporción muy 
elevada  de  la  variación  genética  total  de  esta  proteína.  Otros  trabajos  de 
asociación,  empleando  grupos  familiares  como  muestra,  señalan  cómo  dos 
regiones mostraban señales de ligamiento con la variación de los niveles del TfR1: 
la  más  alta  en  cromosoma  2  y  otra  ligeramente  más  baja  en  cromosoma  3 
(Remacha et al. 2006). 
Los  estudios de  genes  candidato  en  enfermedades de herencia monogénica 
también revelaron mutaciones que se  localizaban en regiones codificantes de  los 
genes  relacionados  con  el  metabolismo  del  hierro  (Carracedo  y  Salas  2008).  A 
partir del empleo extendido de los GWAS, se han identificado numerosas variantes 
comunes  (SNPs)  localizadas  en  regiones  intergénicas  que  regulan  el  estado  del 
hierro,  identificándose,  más  que  mutaciones  causales,  factores  de  riesgo  y 
protección  para  ciertas  alteraciones  del  hierro.  La  abundancia  además  de  la 
relevancia  de  estas  variantes  intergénicas  e  intrónicas  se  vio  reforzada  con  los 
resultados  del  proyecto  Encode  (Dunham  et  al.  2012,  Maurano  et  al.  2012). 
Además,  debido  al  diseño  de  los  GWAS  sin  hipótesis  previa,  se  han  revelado 
regiones y genes que, a priori, nunca hubieran sido estudiadas en relación al estado 
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del  hierro,  profundizándose  así,  el  conocimiento  sobre  las  bases  de  este 
metabolismo.  
A  modo  de  revisión  somera,  se  han  hallado  numerosas  asociaciones 
significativas entre SNPs y los parámetros hematológicos y bioquímicos empleados 
para  valorar  el  estado  del  hierro  como  la  hemoglobina,  ferritina,  hematocrito, 
volumen  corpuscular  medio,  transferrina,  y  otros.  Estos  marcadores  están 
repartidos por  todo el genoma, aunque muchos de ellos  se han encontrado en el 
cromosoma  6  (Benyamin  et  al.  2009b,  Soranzo  et  al.  2009,  Ganesh  et  al.  2009, 
Chambers  et  al.  2009,  Kullo  et  al.  2010,  Blanco‐Rojo  et  al.  2011,  Lo  et  al.  2011, 
Oexle et al. 2011, Pichler et al 2011, McLaren et al. 2012, Van der Harst et al. 2012, 
Benyamin et al. 2014, McLaren et al. 2015, Li et al. 2015). Además, aunque estos 
estudios son más escasos, también se han encontrado asociaciones de marcadores 
con el riesgo de padecer anemia ferropénica (McLaren et al. 2011, An et al. 2012, 
Blanco‐Rojo et al. 2014).  
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1.5. Objetivos 
El objetivo general de esta tesis doctoral es profundizar en el conocimiento de  la 
asociación entre marcadores genéticos y los trastornos del metabolismo del hierro.  
OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
1. Diseñar  y  valorar  una  herramienta  de  genotipado  (reacción  de  mini‐
secuenciación SNaPshot),  para  replicar  la  asociación  entre marcadores 
genéticos  y  parámetros  bioquímicos  relacionados  con  el  metabolismo 
del hierro. 
2. Comparar  la  variabilidad  de  los  marcadores  incluidos  en  el  SNaPshot 
entre  población  española  y  otras  caucásicas.  Estudiar  su  posible 
estructura poblacional,  con el  fin de valorar  la utilidad clínica de estas 
variantes. 
3. Buscar  variantes  en  los  genes  candidato  del  exceso  de  hierro  y/o 
hemocromatosis  (hepcidina  y  hemojuvelina)  en  individuos  con 
diferentes genotipos para el  gen HFE.  Comparar  su distribución alélica 
con la de otras poblaciones. 
4. Establecer  asociaciones  entre  marcadores  genéticos  y  parámetros 
bioquímicos  y  hematológicos  relacionados  con  el  metabolismo  del 
hierro. 
5. Estudiar  las  asociaciones  obtenidas  más  relevantes,  con  el  fin  de 
proponer  nuevas  hipótesis  sobre  su  implicación  en  la  etiología  de  la 
anemia ferropénica. 
6. Establecer  un  modelo  para  identificar  factores  genéticos  de  riesgo  o 
protección que influyen en el desarrollo de la anemia ferropénica. 
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Resumen 
La  minisecuenciación  es  un  método  económico  y  efectivo  para  estudiar 
polimorfismos  de  un  sólo  nucléotido  involucrados  en  el  desarrollo  de 
determinadas patologías. Por  ello  se ha desarrollado un multiplex SNaPshot  para 
genotipar  de  forma  simultánea  10  SNPs  relacionados  con  el  metabolismo  del 
hierro  y  localizados  en  genes  como  la matriptasa,  la  transferrina  y  el HFE.  Para 
validar  el  método  se  genotiparon  284  mujeres  en  edad  fértil  de  población 
española. Esta nueva herramienta SNaPshot multiplex es sencilla de implementar, 
económica,   y de gran sensibilidad. Por tanto, será de utilidad para el diagnóstico 
clínico de las alteraciones del metabolismo del hierro y para replicar los resultados 
de los estudios de asociación de genotipado masivo. 
Palabras clave: polimorfismo de un solo nucleótido, metabolismo del hierro, multiplex PCR, 
SNaPshot, población española, extensión de base simple 
 
Abstract 
The  minisequencing  method  is  a  cost‐effective  tool  to  study  single  nucleotide 
polymorphisms  (SNPs)  in human disease. For  this  reason,  a novel PCR multiplex 
SNaPshot  reaction  has  been  developed  that  targets  10  autosomal  mutations  in 
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genes,  or  regions  near  to  them,  reported  to  be  involved  in  iron  metabolism; 
TMPRSS6,  TF  and  HFE.  To  validate  this  multiplex,  284  samples  from  unrelated 
females  from the Spanish population, were  tested at a  fertile age. The novel PCR 
multiplex  SNaPshot  reaction  developed  is  a  very  simple,  sensitive  and  low  cost 
approach,  and  therefore  will  be  useful  as  a  tool  of  clinic  diagnosis  in  iron 
metabolism  alterations  and  to  replicate  results  obtained  from  genome  wide 
linkage analysis. 
Keywords:  single  nucleotide  polymorphisms,  iron  metabolism,  multiplex  PCR,  SNaPshot, 
Spanish population, single base extension 
 
Introduction 
Iron  is  an  essential  element  for  biochemical  functions  and  its  overload  can 
cause  liver  diseases,  as  hemochromatosis,  whereas  iron  deﬁciency  can  lead  to 
anemia.  Iron  deficiency  and  iron‐overload,  are widespread  health  problems  that 
affect the quality of life with significant social and economic impact. Both of them 
are  multifactorial  diseases  in  which  among  others,  genetic,  environment  and 
nutritional  factors  are  involved.  Iron  status  is  assessed  by  measuring 
haematological  and  biochemical  parameters  such  as:  haemoglobin,  serum  iron, 
serum  transferrin,  transferrin  saturation  (SAT),  soluble  transferrin  receptor 
(sTfR), and serum ferritin. Remacha et al. (2006) indicated that heritability of iron 
phenotypes ranged from 0.18 in the case of SAT to 0.55 in sTfR using family‐based 
studies.  Therefore,  18–55%  of  the  total  variability  of  iron  parameters  was 
controlled by genes.  
Single  nucleotide  polymorphisms  (SNPs)  are  the  most  common  type  of 
genetic variation and they are widely represented in the genome, but only a large 
portion  of  them  are  genuine  polymorphisms.  About  3 million  SNPs  from  human 
population samples have been identified and it is believed that the human genome 
contains at  least 10 million SNPs. Some of these variants could be genetic factors 
that  lead  to  iron  overload  or  deficiency.  High‐throughput  techniques  have  been 
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recently developed  to detect human mutations  related  to human disease. Among 
common applications, there are the association studies between bi‐allelic variants 
of  SNPs  and  differential  susceptibility  to  develop  certain  diseases  or 
responsiveness to drug therapy in different human groups (Bustamante‐Aragones 
et  al.,  2008;  Bardien  et  al.,  2009).  Another  application  of  great  interest  is  the 
identification  of  haplotype  blocks  in  the  human  genome  to  simplify  genetic 
analysis for use in disease diagnosis and human genetic variation (Patil et al., 2001, 
Stephens et al., 2001, Gabriel et al., 2002). 
Previous  studies  of  our  research  group  discussed  the  approach  to  single 
mutations of  iron metabolism genes in association studies and the possible gene‐
gene interactions (Sarriá et al., 2007a; Navas‐Carretero et al., 2008). Genome wide 
association  studies  (GWASs)  and  genome  wide  linkage  analysis  permit 
identification of genetic associations with observable traits (quantitative trait locus 
or QTL). In most of these studies, only a small number of SNPs are associated with 
a disease or  a  trait. Recently  some GWASs  for  serum markers of  iron  status;  i.e., 
serum iron, serum transferrin, SAT, sTfR, and serum ferritin have been published 
(Remacha et al., 2006; Benyamin et al., 2009; Chambers et al., 2009; Ganesh et al., 
2009, Soranzo et al., 2009). These results need  to be replicated  in other samples 
for  which  simple  and  inexpensive  techniques may  be  used.  The minisequencing 
method  (SNaPshot  kit)  is  currently  used  to  detect  genetic  polymorphisms 
associated with small sets of SNPs (Filippini et al., 2007, Ferri and Pelotti, 2009). 
The advantages of this technique are mainly its relatively simple optimization, low 
cost and rapid results. 
The  purpose  of  this  work  was  to  design  a  multiplex  system  to  be  used  to 
replicate  the  association  signal  of  some  SNPs,  found  in  GWAS,  with  biochemical 
parameters related to iron metabolism. We also attempt to validate the system by 
typing a healthy unrelated population of females.  
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Subject and methods 
SNPs selection  
A set of 10 SNPs was selected (rs4820268, rs855791, rs1799852, rs2280673, 
rs1800562,  rs3811647,  rs2673289,  rs1375515,  rs1799945,  rs16826756).  Six  of 
these SNPs were chosen due  to  their association with parameters related to  iron 
metabolism,  from  the  GWAS  of  Benyamin  et  al.  (2009)  (rs3811647,  rs1799852, 
rs2280673,  rs4820268,  rs1800562,  rs855791).  The  HFE  mutation  H63D 
(rs1799945),  which  was  not  genotyped  in  the  above  mentioned  GWAS,  was 
included in our study due its important role in iron overload diseases (Feder et al., 
1996).  The  last  three  SNPs  (rs2673289,  rs1375515,  rs16826756) were  selected 
from two regions, which showed a linkage signal with the levels of sTfR, detected 
by  Remacha  et  al.  (2006).  On‐line  software  at  HapMap  Project  (The  HapMap 
Project:  http://www.hapmap.org/)  allowed  selection  of  tag‐SNPs  that  captured 
most of  the variability of  the  two  regions of  interest. The  features of  these SNPs 
were  obtained  from  the  public  database  dbSNP 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). 
Primers design  
Primers  for  PCR  amplification  were  designed  to  have  an  annealing 
temperature  between  55  and  60°C  using  Primer3 
(http://www.genome.wi.mit.edu/cgi‐bin/primer/primer3)  and  Aspe  Tools 
software  (http://yellow.nist.gov:8444/dnaAnalysis/aspeToolsPage.do).  In  order 
to test for possible nonspecific amplications, primers were aligned with the NCBI 
sequence  databases  using  BLAST  (Basic  Local  Alignment  Search  Tool): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi).  AutoDimer  Software 
(http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase//AutoDimerHomepage/AutoDimerPro
gramHomepage.htm)  was  used  to  test  for  potential  hairpin  and  primer‐dimer 
structures. Detailed information about primers, probes, amplified products and the 
SNPs contain in each amplicon, can be seen in Table 1.  
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Multiplex PCR reaction 
The  primers  were  combined  into  a  single  multiplex  reaction,  generating 
different  PCR  product  sizes  (112‐495bp).  The  best  conditions  obtained  are 
provided in Table 1. PCR reaction was performed in a volume of 5µl using 10‐20ng 
of genomic DNA, 2.5 µl of PCR Master Mix from QIAGEN Multiplex PCR kit (Qiagen 
Hilden Germany) and 0.3µl of 10x premixed primers. This Master Mix contains a 
unique PCR buffer with a novel  synthetic  factor  that  stabilizes  specifically bound 
primers  and  enables  efficient  extension  of  all  primers  in  the  reaction  without 
demanding optimization. The amplification consisted of 95°C for 15 min, followed 
by 31 cycles for 30 s at 94°C, 90 s at 58°C, 90 s at 72°C, and a final extension for 10 
min at 72°C. The PCR products were resolved in 2.5% NuSieve GTG agarose gel. 
Minisequencing SNaPshot reaction 
In order to eliminate the excess of primers and dNTPs, 0.6µl of PCR product 
was purified with 0.9 µl of Exo‐SAP‐IT (U.S.B. Corporation Cleveland, OH, USA) and 
incubated at 37°C for 15 min. The enzymes were afterwards inactivated by heating 
at 80°C for 15 min.  
In  the  minisequencing  reaction,  the  SNaPshot  primers  were  designed 
employing the same software used for the multiplex PCR. They present a poli‐C or 
a poli‐GACT tail at the 5’ end, except for the first one. Size of adjacent single base 
extension primers varied between 5 and 6 bases  to avoid overlapping caused by 
differences  in  electrophoretic  mobility  (Table  1).  Multiplex  PCR minisequencing 
was performed in a 5µl volume using 1.5 µl of purified PCR product, 0.04‐0.78 µM 
of primers and 1µl of SNaPshot ready reaction mix. The PCR program consisted of 
25 cycles for 10s at 96°C, 5s at 50°C and 30s at 60°C.  
To eliminate unincorporated ddNTPs, each  sample was purified by 1µl  (0.2 
Units/µl) of SAP enzyme (Shrimp Alkaline Phosphatase) and incubated at 37°C for 
60 min and at 85°C for 15 min for inactivation. 
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Capillary electrophoresis and data analysis 
The  minisequencing  purified  products  (0.5  µl)  were  mixed  with  9µl  of  HiDi™ 
formamide and 0.5 µl of GeneScan‐120 LIZ size standard (Applied Biosystems) and 
denatured  at  95°C  for  5  minutes.  The  fluorescently  labelled  fragments  were 
resolved by capillary electrophoresis on an ABI PRISM 310 DNA Genetic Analyser 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using  the 310 Data Collection version 
3.0.0.  on  a  POP‐6TM  polymer.  After  the  run,  samples  were  analysed  using 
GeneScan 3.7 software (Applied Biosystems). 
 
DNA sequencing 
To  confirm  the  mutations  identified  by  the  SNaPShot  kit,  a  random  set  of 
samples  were  sequenced  with  the  above  mentioned  ABI  310  Genetic  analyser 
(Applied Biosystems,  Foster  City,  CA, USA),  using ABI  Prism Big‐Dye Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, version 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, 
CA,  USA).  Sequences  were  aligned  with  the  Chromas  Lite  program  version  2.01 
(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html). 
 
Samples 
The SNaPshot system was validated by genotyping a set of samples from the 
Spanish population. As a part of a wider project, a total of 284 unrelated females of 
fertile  age  were  selected.  Blood  samples  were  collected  by  venipuncture. 
Haematological  parameters  were  determined  following  standard  laboratory 
techniques and using  the Symex NE 9100 automated haematology (Symex, Kobe, 
Japan)  and  the Modular  Analytics  Serum Work  Area  (Roche,  Basel,  Switzerland) 
analyzers. Measurements of haemoglobin concentration (Hb), serum ferritin (Ft), 
haematocrit  (Hct),  mean  corpuscular  volume  (MCV),  serum  transferrin  (Tf)  and 
serum iron (Fe) were carried out and total iron binding capacity (TIBC (µmol/L) = 
25.1  x  Tf  (g/L)  and  transferrin  saturation  x  100  and were  calculated.  The  total 
sample was classified in three groups according to haemoglobin (g/dl) and ferritin 
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(μg/l) values: control (Hb ≥12, Ft ≥20), deficient (Hb≥12 and Ft<20 or Hb≤12 and 
Ft>20) and anemic (Hb<12 and Ft<20).   
DNA  was  isolated  from  peripheral  blood  by  standard  phenol  chloroform 
protocol with  proteinase  K  (adapted  from  Sambrook  et  al.,  1989).  DNA  samples 
have  been  quantified  with  the  Nanodrop  ND‐1000  Spectrophotometer  (Thermo 
Fisher Scientific USA). 
The  Ethics  Committee  of  Hospital  Clinica  Puerta  de  Hierro  and  Consejo 
Superior de Investigaciones Cientificas, in Madrid (Spain) approved this study, and 
all participants gave their informed written consent.  
 
Statistical analysis 
Chi‐squared test was used to validate multiplex results comparing observed 
genotype  frequencies  of  each  SNP  in  the  3  groups  from  the  Spanish  population 
with  expected  ones.  P  <  0.05  was  considered  statistically  significant. 
Heterozygosity  values  and  genotype  frequencies  of  the  3  groups  are  reported  in 
Table  2.  The  results  and  comparisons  of  genotype  frequencies  between  group 
samples  and  between  them  and Hapmap  data were  performed  according  to Nei 
1987  and  by  GenePop  software  (version  4.0.10)  (Raymond  and  Rousset  1995; 
Rousset 2008).  
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Results and Discussion 
In  this  study,  a  simple  and  robust minisequencing  assay was  developed  to 
simultaneously  type  10  bi‐allelic  markers,  which  present  high  heterozygosity  in 
European populations groups (The HapMap Project). 
During  the  optimization,  a  range  of  quantities  of  template  DNA  (from 
400ng/µl  to  2ng/µl) was  tested  to  determine  better  results.  Smaller  amounts  of 
input DNA yielded reliable results, but the peak heights were smaller as expected. 
To  minimize  the  presence  of  unspecific  peaks  and  for  a  more  balanced 
output,  we  tested  different  primer  mix  concentrations  in  both  reactions  and 
different  annealing  temperatures  and  number  of  cycles  for  the  multiplex  PCR 
reaction.  The  main  modification,  which  eliminated  unspecific  peaks,  was  the 
increase in cycle number at the multiplex PCR (Figure 1). 
 
Figure 1. Results obtained from a SNaPshot. SNPs: 268 (rs4820268), 791 (rs855791), 852 
(rs1799852),  673  (rs2280673),  562  (rs1800562),  647  (rs3811647),  289  (rs2673289), 
515 (rs1375515), 945 (rs1799945), 756 (rs16826756). Red peaks represent T allele, Blue 
peaks represent G, green peaks represent A allele, Black peaks represent C allele, Orange 
peaks represent LIZ. Heterozygotes are 268, 791, 852, 562, 289, 515, and the rest of SNPs 
are homozygotes 
 
In  the  multiplex  PCR  reaction  that  provides  the  templates  for 
minisequencing, we increased the concentration of the weakly amplified products 
to equilibrate the resolution of the minisequencing output. Also for the SNaPshot 
reaction,  it  was  necessary  to  experiment  with  different  concentrations  of  each 
probe  to  obtain  a  balanced  multiplex  output.  The  poli‐GACT  tail  at  the  5’  end 
proved  to  be more  stable  for  longer  single  base  extension  primers  (for  example 
71pb). As expected, the detected size determined by the automated sequencer and 
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the real size of certain products were slightly different. This is due to differences in 
electrophoretic mobility mainly determined by  the  length,  sequence, and  the dye 
used  to  label  the  extended  primer.  In  some  heterozygosity  cases  the  effect  was 
higher in shorter oligonucleotides than in longer ones.  
The  correct  differentiation  and  identification  of  the  extended  primer  was 
confirmed by  sequencing  the  corresponding  amplicon  of  the  first  PCR.  SNaPshot 
and direct sequence results were in agreement in all cases. This Multiplex system 
confirmed  the  C282Y  and  H63D  mutations  in  the  HFE  gene  while  these  very 
mutations were previously detected  in  the  same  samples by  restriction enzymes 
(Sarriá et al., 2007a; Sarriá et al., 2007b). 
With  respect  to  iron  status  among  the  284  subjects,  124 were  healthy  (Hb 
≥12,  Ft ≥20),  130  iron‐deficient  (Hb≥12 and Ft<20 or Hb≤12 and Ft>20)  and 30 
iron deficient anemic (Hb<12 and Ft<20).  
The Chi‐squared  test  confirms  that all  of  the SNPs of  the multiplex were  in 
Hardy–Weinberg  equilibrium  in  the  3  groups:  group  1  (χ2=5.8818  P>0.9967), 
group  2  (χ2=8.9376  P>0.9836)  and  group  3  (χ2=10.6582  P>0.9546).  Hardy‐
Weinberg equilibrium has been repeatedly recommended as a measure for quality 
control in the context of genetic association studies (Xu et al., 2002). SNPs showing 
extreme  departures  of  HWE  in  controls  can  be  discarded,  because  this  may 
indicate genotyping error, supposing that one of the assumptions of HWE does not 
fail  (Wittke‐Thompson  et  al.,  2005).  Another  quality  of  data  parameter  is  to 
remove SNPs in which minor allele frequency (MAF) > 0.01,  in other words SNPs 
which are not polymorphic. In this study, each SNP presents MAF higher than 0.01. 
The  results  of  the  screening  in  the  284  samples  suggest  a  great  degree  of 
variability  in  the  3  groups:  group  1  (Hm=0.391±0.049),  group  2 
(Hm=0.365±0.048) and group 3 (Hm=0.371±0.044) (Table 2). Moreover, all SNPs 
present high heterozygosity values except for rs1799852 and rs1800562. 
As  can  be  observed  in  table  2,  there  are  differences  in  the  genotype 
frequencies  between  group  1  (anemic)  and  group  3  (healthy),  mainly  in 
rs1375515, rs3811647 and rs2280673 SNPs. The higher frequency of rs2280673 
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AA genotype in healthy population decreases in the iron deficient group, reaching 
the  lowest  value  in  the  anemic  sample. On  the  contrary,  the  lowest  frequency of 
rs3811647  AA  genotype  in  healthy  population  increases  in  the  anemic  sample. 
This  also  happens  in  the  case  of  rs1375515  with  GG  genotype.  However,  these 
differences were only  statistically  significant  in  rs1375515 between group 1 and 
group 2 (P=0.024), and group 3 (P=0.009). This is probably the most informative 
tag‐SNP  of  the  multiplex,  being  able  to  discriminate  between  the  healthy  and 
anemic groups. Furthermore, even if rs1800562 is the most homogeneous locus of 
the multiplex (Table 2), it is able to discriminate between the healthy and deficient 
groups (P=0.014).  
Frequencies  of  genotypes  of  these  3  groups were  compared  locus  by  locus 
with genotypes obtained from population of European ancestry (CEPH collection) 
from  International  HapMap  Project  Database  (The  International  HapMap 
Consortium et al., 2003). SNP rs2673289 shows statistically signiﬁcant differences 
between healthy women and data  from HapMapNCBI  (p=0.037). This  result may 
be  a  population  effect  since  the  frequencies  obtained  in  this  study  for  this  SNP 
could  be  characteristic  of  the  Spanish  population.  In  order  to  confirm  this 
hypothesis,  it  will  be  necessary  to  analyze  more  data  from  other  Iberian 
populations. Moreover,  the  sample  from  the CEPH  collection  is made up by men 
and women resident in Utah (USA) with Northern and Western European ancestry. 
In the present study, however, we only recollected women samples, so we do not 
rule out the possible effect of sex or population differences.  
There  are  significant  differences  among  the  group  of  anemic  and  HapMap 
data for SNP rs1375515 (P=0.012). This is because the frequencies obtained in the 
GG genotype are 0.267  in  the anemic group, 0.097 and 0.081  in  the sample  from 
HapMap and in the healthy group, respectively. This tag‐SNP was selected from a 
particular region which showed a linkage signal with the levels of sTfR, detected by 
Remacha  et  al.  (2006).  It  is  necessary  to  conduct  further  population  analysis  to 
confirm its role as an indicator of changes in iron levels.  
As described  above,  rs1800562  shows a  significant differentiation between 
the deficient group and HapMap data (P=0.036). This result confirms the efficiency 
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of  this SNPs  in  the genetic discrimination between the healthy and  iron‐deficient 
groups. 
In  conclusion,  although  the  results  obtained  in  this  study  indicate  that  it  is 
necesary to find new more sensitive SNPs for the diagnosis of diseases related to 
iron status, the minisequencing‐based methodology is suitable to be used as a tool 
for clinical diagnosis of iron metabolism disorders that are not easily classified as 
hemochromatosis or iron deficiency anemia. The method is very simple, sensitive 
and  low  cost.  It  is  also  a  good  option  to  replicate  results  obtained  from  GWAS 
(Remacha et al., 2006; Benyamin et al., 2009; Chambers et al., 2009; Ganesh et al., 
2009;  Soranzo  et  al.,  2009)  and  therefore  represents  an  advance  in  the  genetic 
diagnosis of SNP related with alterations of iron status.  
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Resumen  
En general, en  los estudios de asociación sólo se obtiene un número reducido de 
SNPs con p significativas (p<10‐7). Técnicas como la minisecuenciación pueden ser 
una excelente opción para confirmar o rechazar el interés de dichos SNPs y poder 
plantear su utilización en el campo del diagnóstico clínico y de la salud pública. Un 
total  de  10  SNPs,  fueron  seleccionados  según  los  resultados  obtenidos  en 
diferentes  trabajos  de  genotipado  masivo  relacionados  con  el  metabolismo  del 
hierro.  Se  analizaron  en  284  muestras  de  mujeres  españolas  no  relacionadas, 
mediante  una  estrategia  de  SNaPshot.  La muestra  fue  dividida  en  tres  fenotipos 
relacionados con la absorción de hierro de acuerdo a sus valores de hemoglobina y 
ferritina:  control,  deﬁciente  y  anémico.  Se  calcularon  distancias  genéticas  (FST) 
entre los tres grupos y con poblaciones europeas disponibles en el NCBI Reference 
Assembly.  No  se  observaron  distancias  genéticas  significativas  entre  todos  los 
grupos comparados lo que confirma que los marcadores seleccionados no revelan 
ninguna  estructuración  poblacional.  Por  último,  dos  SNPs  (rs1375515  y 
rs1800562)  mostraron  una  distribución  genotípica  significativamente  diferente 
entre los tres grupos fenotípicos, con lo que se discute su posible valor predictivo 
para la deficiencia del hierro. 
Palabras clave: SNPs, deficiencia de hierro, SNaPShot, estructura poblacional, estudios de 
asociación genética 
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Title: Genetic variability in association studies. Population structure of 
10 autosomal SNPs related with iron metabolism in Spanish women 
 
Abstract 
Generally,  genetic  association  studies  only  obtain  a  small  number  of  SNPs  with 
high  significative  p‐values  (p<10‐7)    Thus,  some  analysis  methods  as  the 
minisequencing  may  be  an  excellent  option  whether  to  confirm  or  reject  the 
interest of  this SNPs as well as  to propose their usage both  in the diagnostic and 
public  health  field.  A  set  of  ten  SNPs  were  selected  according  to  some  Genome 
Association Studies  (GWAS)  in  relation with  iron metabolism and were analysed 
using SNaPhot method in 284 not related Spanish women. The sample was divided 
into  three  groups  according  to  their  hemoglobin  and  ferritin  values  in  order  to 
classify different phenotypes in relation with their iron levels: control group, iron 
deﬁcient  and  anaemic.  Genetic  distance  (FST)  was  assesed  among  these  groups 
and  with  European  populations  available  in  the  NCBI  Reference  Assembly.  No 
significant  genetic  distances were  found  confirmig  that  the markers  selected  do 
not reveal any population substructure. Finally two SNPs (rs1375515, rs1800562) 
showed  a  genotypic  distribution  among  the  three  phenotypic  groups which was 
significantly  different  and  its  possible  predictor  value  for  iron  deficiency  is 
discussed. 
Key  words:  SNPs,  iron  deficiency,  SNaPShot,  population  structure,  genetic  association 
studies 
 
Introducción 
Los  estudios  de  asociación mediante  genotipado masivo  han  supuesto  un 
gran avance técnico en la investigación de las enfermedades de herencia compleja. 
En  dichos  estudios  aunque  se  maneja  un  número  ingente  de  SNPs  y  otros 
marcadores,  se  suelen  obtener  un  número  discreto  de  SNPs  asociados 
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significativamente (p<10‐7) a determinados fenotipos o parámetros. Actualmente 
para  dar  validez  científica  a  estos  hallazgos  y  como  criterio  de  calidad  para  su 
publicación  se  exige  replicar  el  estudio  en  una muestra  independiente  y  es  aquí 
donde es frecuente encontrar dificultades (Chanock et al, 2007; Salas y Carracedo, 
2007).  Técnicas  de  desarrollo  relativamente  rápido  y  de  bajo  coste  como  la 
minisecuenciación  pueden  ser  una  excelente  opción  para  confirmar  o  rechazar 
(replicación) el interés de dichos SNPs y poder plantear su utilización en el campo 
del diagnóstico clínico y de la salud pública. 
 
Figura 1. Esquema de la regulación del metabolismo del hierro. Modificado de Mariani et 
al, 2009 
En  el  campo  del  metabolismo  del  hierro  (Fig.  1)  varios  estudios  de 
asociación  mediante  genotipado  masivo  (GWAs)  han  descubierto  que  ciertas 
mutaciones  en  proteínas  clave  de  dicho  metabolismo  podrían  ser  factores  de 
riesgo  para  enfermedades  de  herencia  complejo  como  la  hemocromatosis  o  la 
anemia    siendo  esta  última  una  alteración  calificada  de  pandemia  por  la 
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Organización Mundial de la Salud (OMS), que acarrea grandes costes económicos y 
sanitarios (de Benoist et al, 2008).  
Una fuente de errores de tipo I y de tipo II en  los GWAs es  la selección de 
marcadores  que  presentan  frecuencias  muy  diferenciadas  según  la  población  o 
bien  la  existencia  de  una  fuerte  subestructuración  de  las  poblaciones  analizadas 
(Balding,  2006;  Salas  y  Carracedo,  2007).  Así  pues,  los  objetivos  de  este  trabajo 
eran,  por  un  lado,  evaluar  la  técnica  de  la minisecuenciación  como  herramienta 
para  replicar  la  asociación  de  10  polimorfismos  genéticos  con  párametros 
relacionados  con  el  metabolismo  del  hierro  y,  por  otro  lado,  comparar  nuestra 
muestra  con  otras  poblaciones  mundiales  con  el  fin  de  revelar  una  posible 
estratificación poblacional para los mencionados polimorfismos.   
 
Material y métodos 
Marcadores seleccionados  
Un  total  de  10  SNPs  (rs4820268,  rs855791,  rs1799852,  rs2280673, 
rs1800562, rs3811647, rs2673289, rs1375515, rs1799945, y rs16826756), fueron 
seleccionados según los resultados obtenidos en diferentes trabajos de genotipado 
masivo relacionados con el metabolismo del hierro (Feder et al, 1996; Remacha et 
al,  2006; Benyamin et al,  2009; Chambers et al,  2009). En  la Figura 1  se pueden 
observar  varias  proteínas  en  recuadros  negros  (HFE,  Matriptasa,  Transferrina) 
implicadas  en  dicho  metabolismo  en  cuyos  genes  se  encuentran  algunos  de  los 
SNPs  estudiados.  Estos  marcadores  se  analizaron  mediante  la  técnica  SNaPshot 
cuyo protocolo diseñado específicamente para estos polimorfismos se describe en  
Bertoncini  et  al,  2011.  Un  ejemplo  de  electroferograma  obtenido  mediante 
SNaPshot para los SNPs analizados se muestra en la Figura 2.  
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Figura 2. Electroferograma obtenido a partir de la técnica SNaPshot en la que se analizan 
10 SNPs en una sola reacción 
 
Muestra 
Se analizaron en 284 muestras de mujeres españolas, no relacionadas. Esta 
muestra  fue  dividida  en  tres  grupos  de  acuerdo  a  sus  valores  de  hemoglobina 
(g/dL) y ferritina (mg/L) a fin de clasificar los diferentes fenotipos en relación a los 
niveles de hierro,  según criterios de  la OMS:  control  (Hb >12, Ft >20), deﬁciente 
(Hb >20 y Ft <20 o Hb 12 y Ft >20), y anémico (Hb <12 y Ft <20).  
 
Análisis estadísticos 
Para testar la posible subestructuración, nuestra muestra, bien en conjunto 
o  dividida  en  los  tres  grupos  fenotípicos  fue  comparada  con  otros  grupos 
poblacionales  caucasoides  empleando  los datos disponibles  en  el NCBI Reference 
Assembly (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se calcularon  las distancias genéticas entre  los 
diferentes grupos en  forma de FST mediante el paquete estadístico Arlequín ver. 
3.5.1.2 (Excoffier et al, 2005). Por medio de un análisis chi‐cuadrado, incluido en el 
paquete estadístico SPSS (versión 19), se analizaron las posibles diferencias en la 
distribución genotípica de los SNPs en los tres grupos fenotípicos.  
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Resultados y discusión 
En el Figura 3 podemos observar la distribución de los diferentes genotipos 
de  cada  SNP  en  los  3  grupos  fenotípicos.  En  algunos  de  los  SNPs  se  aprecia  una 
distribución desigual de genotipos entre los grupos. Así para el SNP rs1800562 se 
aprecia  como  la  variante  que  produce  la  mutación  C282Y,  es  más  frecuente  en 
normales que en el resto de los grupos. Este resultado es el esperado teniendo en 
cuenta  que  esta  mutación  en  homocigosis  presenta  un  riesgo  muy  elevado  de 
generar hemocromatosis y por tanto sea asocia a mayores niveles de hierro (Feder 
et  al,  1996).  En  otros  SNPs  también  se  aprecian  distribuciones  notablemente 
diferentes (rs1375515, rs3811647). De hecho, según  los análisis de chi‐cuadrado 
tanto para  rs1375515  (p‐valor:  0,026)  como para  rs1800562  (p‐valor:  0,024)  se 
encontraron  diferencias  significativas  para  la  distribución  genotípica  en  los  tres 
grupos. En el caso de rs1375515, seleccionado a partir de una región que mostró 
una  señal  de  ligamiento  en  el  estudio  de  Remacha  et al,  2006  se  aprecia  que  el 
homocigoto mutante se distribuye preferentemente en el grupo de anémicas (Fig. 
3).  Estos  resultados  de  chi‐cuadrado  sugieren  que  se  debe  profundizar  en  el 
estudio de rs1375515 y  rs1800562 para comprobar su posible valor diagnóstico 
en la deficiencia del hierro.  
El  resto  de  SNPs  no  muestran  diferencias  significativas  en  sus 
distribuciones genotípicas. Esto se puede deber, entre otros motivos, a que no hay 
asociación entre estos SNPs y el desarrollo de la anemia o también a que los límites 
definidos  para  los  grupos  fenotípicos  no  sean  los  adecuados  (Salas  y  Carracedo, 
2007). En cualquier caso, la falta de significación no implica la ausencia de relación 
entre los SNPs y ciertos parámetros bioquímicos relacionados con el metabolismo 
del hierro tal y como se observa en otros estudios (Blanco‐Rojo, en prensa). 
A  la  hora  de  testar  la  posible  subestructuración  de  la  muestra,  no  se 
observaron distancias genéticas (FST) significativas para los SNPs analizados entre 
los 3  grupos y/o entre  las diferentes poblaciones  caucasoides disponibles  (datos 
no mostrados).  Por  lo  tanto  no  se  observa  estratificación  poblacional  para  estos 
marcadores en población caucasoide. 
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Figura 3. Distribución de los genotipos de cada SNP en los tres grupos fenotípicos. En el 
caso de rs1800562 el color amarillo representa el genotipo heterocigoto correspondiente 
a la mutación C282Y. En el caso de rs1375515 el color granate representa el homocigoto 
mutante perceptiblemente más abundante en el grupo de anémicas 
 
En  conclusión,  a  tenor  de  las  diferentes  distribuciones  genotípicas 
encontradas  entre  los  grupos  y  de  la  falta  de  estratificación  poblacional, 
consideramos que este conjunto de SNPs, analizados mediante SNaPshot, puede ser 
de interés para replicar los resultados significativos encontrados en los estudios de 
asociación genética relacionados con metabolismo del hierro.  
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Resumen 
La  sobrecarga  de  hierro  está  fuertemente  relacionada  con  la  hemocromatosis 
hereditaria, patología causada por mutaciones en proteínas clave del metabolismo 
del  hierro.  El  tipo más  común de  esta  enfermedad  está  causada por  la mutación 
C282Y en homocigosis, localizada en el gen HFE, y cuya frecuencia es más elevada 
en  poblaciones  del  norte  de  Europa.  Mutaciones  como  la  H63D  en HFE,  y  otras 
localizadas en genes como  la hemojuvelina (HJV) y  la hepcidina (HAMP), parecen 
modular la severidad de esta enfermedad. Las hemocromatosis no causadas por el 
gen HFE son enfermedades raras debidas, en algunos casos, a alteraciones en HJV, 
HAMP,  y  otros  genes.  Este  trabajo  tiene  como  objetivo  explorar  la  presencia  de 
mutaciones en hepcidina y hemojuvelina en pacientes de población española con 
diferentes genotipos para HFE  (C282Y y H63D). Para ello, se estudió una cohorte 
de 116 individuos de población española autóctona con sobrecarga de hierro. A su 
vez,  se  analizaron  parámetros  bioquímicos  tales  como  ferritina,  transferrina,  la 
saturación  de  la  transferrina,  hemoglobina,  volumen  corpuscular  medio  y 
hematocrito. Los tests genéticos incluyeron el análisis de las regiones exónicas de 
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los  genes  HAMP  y  HJV  mediante  las  técnicas  SSCP  y  secuenciación, 
respectivamente, y el genotipado de  las mutaciones del gen HFE: C282Y y H63D. 
Los  resultados  no mostraron  ninguna mutación  en HJV  ni  en HAMP,  ni  tampoco 
ninguna  variación  significativa  en  los  parámetros  bioquímicos  en  relación  a  los 
genotipos de HFE. Además, 30 individuos con sobrecarga no presentaron ninguna 
mutación para los tres genes estudiados. En conclusión, este estudio evidencia que 
las  regiones  exónicas  de  los  genes  HJV  y  HAMP  raramente  se  encuentran 
involucrados en el desarrollo de  la hemocromatosis en población española. Estos 
resultados confirman una prevalencia más baja de hemocromatosis debido a HFE 
en poblaciones mediterráneas. 
Palabras  clave:  sobrecarga  de  hierro  primaria,  hemocromatosis  tipo  no HFE, Hepcidina, 
Hemojuvelina, población mediterránea, frecuencia de C282Y 
 
Abstract 
Iron  overload  is  related  with  hereditary  hemochromatosis,  a  genetic  disorder 
caused  by mutations  in  key  proteins  of  the  iron metabolism  pathway.  The most 
common is caused by the C282Y mutation when homozygous (HFE gene). C282Y is 
more present in Northern than in Southern Europe. H63D in HFE and mutations in 
other  genes,  such  as  hemojuvelin  (HJV)  and  hepcidin  (HAMP),  can modulate  the 
severity  of  the  disease.  Non‐HFE  hemochromatosis  are  rare  diseases  caused,  in 
some cases, by alterations in HJV, HAMP or other genes. This study aims to explore 
the presence of mutations  in hepcidin and hemojuvelin  in patients with different 
genotypes of HFE gene (C282Y and H63D) in Spanish population. A cohort of 116 
individuals  with  primary  iron  overload,  with  four  grandparents  belonging  to 
Spanish  population  was  analyzed.  Biochemical  parameters,  ferritin,  transferrin, 
haemoglobin, mean cell volume and pack cell volume were assessed. Genetic tests 
include the analysis of the exonic regions of HAMP and HJV and the HFE mutations 
(C282Y  and  H63D).  The  results  show  no  mutation  in  HJV  and  HAMP  and  no 
variance in the biochemical measures among genotypes. In addition, 30 individuals 
lacked  of  any  mutations  in  all  the  studied  genes  (HFE,  HJV  and  HAMP).  In 
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conclusion,  this  study  evidences  the  rare  involvement  HJV  and  HAMP  exonic 
regions  in  hemochromatosis  in  Spain.  These  findings  also  confirm  a  lower 
prevalence of HFE hemochromatosis in Mediterranean populations. 
Key  words:  primary  iron  overload,  Non­HFE  hemochromatosis,  Hepcidin,  Hemojuvelin, 
Mediterranean population, C282Y frequency 
 
Introduction 
Iron  overload  is  a  physiological  condition  in  which  certain  iron  related 
parameters  show  elevated  levels.  Serum  ferritin  and  transferrin  saturation  (TfS) 
are  the most  common  parameters  employed  to  describe  this  condition.  Primary 
iron  overload  is  defined  when  high  iron  parameters  are  not  caused  by  other 
conditions,  such  as  chronic  liver  diseases,  viral  hepatitis,  alcoholic  and 
nonalcoholic  disease,  hematologic  processes  with  ineffective  erythropoiesis, 
hemolytic anemias, and transfusional iron overload. In the Spanish population, the 
prevalence of  general  iron overload was  found  to be of 9.3%  (Altès  et  al.  2004), 
consequently  the  prevalence  of  primary  iron  overload  must  be  even  rarer 
(Evangelista et al. 2015). 
Primary  iron  overload  is  the  most  significant  characteristic  of  hereditary 
hemochromatosis  (HH).  HH  is  a  common  genetic  disorder  of  iron  metabolism 
characterized by progressive accumulation of iron in parenchymal cells of multiple 
organs  (Radio  et  al.  2014).  The  genetic  basis  of  HH  type  I,  the  most  common 
hemochromatosis,  is well  established and consists on different mutations  in HFE 
(C282Y, and H63D to a lesser extent), a key protein that regulates iron metabolism 
(Feder  et  al.  1996,  Pietrangelo  2004).  The  mutation  C282Y  when  homozygous 
accounts  for  80‐90%  of  the  HH  cases  in  Northern  Europe.  HH  type  II  is  a  rare 
disease linked with mutations in hemojuvelin (type IIa), and in hepcidin (typeIIb) 
as described elsewhere (Papanikolau et al. 2004; Roetto et al. 2004; Bayele et al. 
2009). Regarding hemojuvelin (HJV) and hepcidin (HAMP), the exonic regions are 
the  most  interesting  to  be  analyzed  as  virtually  all  mutations  causing 
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haemochromatosis  are  located  in  these  regions  (Papanikolau  et  al.  2004; 
Brakensiek et al. 2009; Altès et al. 2009; Santos et al. 2010). 
HFE protein and hemojuvelin are involved in iron metabolism by inducing 
hepcidin  expression  in  high  iron  conditions  (Dunn  et  al.  2007;  Abbaspour  et  al. 
2014). Hepcidin prevents  iron  from being absorbed  in  the enterocytes,  stored  in 
the hepatocytes and recycled  from the macrophages. Therefore all  the mutations 
that  inhibit  hepcidin  expression  or  functionality  are  a  potential  risk  of  iron 
overload (Ganz and Nemeth 2012). Furthermore,  the C282Y, when heterozygous, 
is  reported  to  be  protective  of  iron  deficiency  (Blanco‐Rojo  et  al.  2014;  Baeza‐
Richer et al. 2015). Our group already  found no relationship between HAMP  and 
iron deficiency (Sarria et al. 2007).  
In the field of Anthropological Genetics, the study of geographic distribution 
of  genetic  variants  has  been  employed  to  reconstruct  human  history  and  to 
identify  adaptive  and  phenotypic  variation  (Eaaswarkhanth  et  al.  2014).  In  this 
line,  C282Y  mutations  are  more  frequent  in  Northern  than  Southern  Europe 
(Álvarez  et  al.  2001; Merryweather‐Clarke  et  al.  2003).  More  specifically,  in  the 
Mediterranean region the proportion of hemochromatosis not explained by C282Y 
mutation is significantly higher, and other genes have been involved (Radio et al. 
2014).  Moreover,  the  penetrance  in  HH  of  C282Y  is  not  complete  (Rossi  et  al. 
2008). Recently, some SNPs in the transferrin gene and others (ARNTL, TFR2) have 
been showed to be modifiers of iron metabolism in C282Y homozygous individuals 
(Benyamin et al. 2014; de Tayrac et al. 2015). Therefore, it is interesting to explore 
not only the HFE gene but also other genes related to iron metabolism, especially 
in Mediterranean populations.  
The aim of this study is to assess the presence of mutations in hepcidin and 
hemojuvelin  that  could  modulate  the  severity  and/or  etiology  of  primary  iron 
overload  in  samples with different  genotypes of HFE  gene  (C282Y and H63D)  in 
Spanish population.  
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Material and methods 
A cohort of 116 Spanish patients (70 men and 46 women) diagnosed with 
primary iron overload (>400µg/l for ferritin and >50% for transferrin saturation), 
with or without symptoms of HH, and with no other reported disease was collected 
in the “Hospital Clinico San Carlos” of Madrid. DNA was extracted from fast blood 
samples using the method described by Miller et al. (1988).  
Mutations (C282Y and H63D),  from HFE gene were analysed by PCR using 
primers already designed by Feder et al. (1996) and Aguilar Martínez et al. (1997). 
The resulting two fragments were digested by RsaI (C282Y) and DpnII (H63D), and 
the products were visualized by electrophoresis on an 8% Acrylamide/Bis gel (Bio 
Rad laboratories, CA, USA), stained with ethidium bromide. 
The exploration of mutations in the three exons of HAMP gene was carried 
by  PCR  amplifying  exon  2  and  3  together  as  described  by  Zaahl  et  al.  (2004). 
Amplicons were  analyzed  by  single‐strand  conformational  polymorphism  (SSCP) 
in  an  ALF  Sequencer  (Pharmacia  Biotech,  Uppsala,  Sweden),  according  to  the 
manufacturer's  protocol  with  slight  modifications  (ALFexpress,  Pharmacia 
Biotech). 
The  four exons of HJV were analysed by sequencing. The  first  three exons 
were  sequenced  following  Lanzara  et  al.  (2004)  strategy,  introducing  some 
changes  in  the PCR conditions. Aiming  to sequence exon  four, new primers were 
designed  in  order  to  obtain  fragments  smaller  than  600  pb.  Table  1  shows  new 
primers  sequences  as  well  as  the  size  of  the  resulting  amplicons.  PRIMER  3 
software  (Untergasser  et  al.  2012)  was  used  to  design  four  pair  of  primers  to 
amplify  four  overlapping  sequences 
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi).  PCR  products  were 
purified using QIAquick PCR purification kit (QIAGEN), and then sequenced using 
Big Dye Terminator  Kit  v1.1  cycle  sequencing  kit  (Applied  Biosystems) with  the 
same  PCR  primers.  Electrophoresis  and  detection  were  performed  on  an  ABI 
PRISM 310 Genetic Analyzer. HAMP was studied  for all  the samples whereas HJV 
was  studied  in  the  group  with  no  HFE  mutations  in  order  to  find  the  possible 
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genetic basis of their overload. HJV was also studied in the group of samples which 
were  heterozygous  for  both  H63D  and  C282Y.  This  latter  group  is  interesting 
because  the penetrance  of HH  for  this  genotype  is  low  and  very  variable  among 
populations and between males and females, which suggests the existence of other 
genetic modifiers (Pereira et al. 2001; EASL et al. 2010; Gallego et al. 2015).  
Patient haematological data  [haemoglobin  (Hb), packed  cell  volume  (PCV) 
and  mean  corpuscular  volume  (MCV)]  were  obtained  with  an  automated  cell 
counter  (Coulter  LH750 Analyzer; Beckman Coulter, Brea,  CA, USA). Biochemical 
parameters [ferritin, transferrin and transferrin saturation (TfS)] were studied by 
immunoassay systems (Access 2 Immunoassay System; Beckman Coulter, Brea, CA, 
USA). 
Multifactorial ANOVA, using SPSS v22, was carried out to test the variation 
of the studied biochemical parameters regarding sex and HFE genotypes, followed 
by Bonferroni post hoc test. 
 
Table 1. Oligonucleotides used for Polymerase Chain Reaction 
Exon  Primer sequence (5’ – 3’)  Amplicon size  Reference 
1F   CCGTCAACTCAGTAGCCA  336 bp  Lanzara et al. 2004 
1R  CATTTGGACGAGAGACATC     
2F  CCCCAAATTCCAGTCTGTT  380 bp  Lanzara et al. 2004 
2R  CTCATTCAGGCTCACATGC     
3F  CTCCGATAGAGCAGAGGTC  709 bp  Lanzara et al. 2004 
3R  GGAGCATTGCTGTTGAATAG     
4a'F  TCAAGGATTGAGGGCCATAG  504 bp  Present study 
4a'R  CGTCTGGCAGTATCAATGGTT     
4b’F  GCAGCTCTCCTTCTCCATCA  545 bp  Present study 
4b’R  CAGCCTCATCTGACTCTGGA     
4c’F  TTCTGTGGCTTTGCATTCAG  408 bp  Present study 
4c’R  TCATGTCTTCTGCTTTCAGCTC     
4d’F  TCCATTTACTGCAGATTTCACC  408 bp  Present study 
4bR  CACATTGCATTTACTCCATTTC    Lanzara et al. 2004 
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Results and Discussion 
The cohort of 116 Spanish patients suffering from primary iron overload is 
clustered  according  to  HFE  genotypes.  This  is  a  notable  sample  giving  the  low 
prevalence of primary iron overload in the Spanish population. Biochemical results 
for  Hb,  PCV,  ferritin,  MCV,  transferrin  and  TfS  in  the  four  genetic  clusters  are 
shown in Table 2. There were no significant differences in the levels of any of the 
biochemical  parameters  regarding  the  defined  groups  by  genotypes  (Table  3). 
These  results  are  noteworthy  because  when  analysing  general  population,  HFE 
genotypes  have  been  significantly  associated  with  high  serum  ferritin  and 
transferrin  saturation  levels  (McLaren  and  Gordeuk  et  al.  2009).  In  the  present 
study, this association is not found likely because, as we have selected exclusively 
primary iron overload samples (a very specific subgroup of the population), other 
factors could also be involved in this condition. Besides, no mutation was found in 
hepcidin and hemojuvelin genes (HAMP and HJV)  in any of the four clusters. This 
suggests that other mutations, possibly in other than HJV and HAMP are producing 
iron  overload  especially  in  the  group  with  no  C282Y  and  in  the  group  with  no 
mutations.  In  this  line, we  found  30  individuals  (25.9% of  the  sample)  in which 
iron overload could not be explained by mutations in any of the studied genes. 
Present results support that hepcidin and hemojuvelin genes are conserved 
to a high extent, at least the exonic regions, and their variants are rare in Spanish 
populations as reported elsewhere in individuals homozygous for C282Y (Altès et 
al. 2009). This study shows that the exonic regions of HJV and HAMP do not explain 
neither the different penetrance of HFE  iron overload nor the etiology of primary 
iron overload. The regulation of most of the iron metabolism pathways is mediated 
at some point by hepcidin (Abbaspour et al. 2014). Furthermore, hemojuvelin has 
been described as a key regulator of hepcidin (Zhang 2010), thus, their critical role 
would make  this  regions  highly  conserved  due  to  natural  selection.    In  fact,  the 
majority of mutations are rare or private as shown  in Table 4.   Moreover, highly 
scarce  information  regarding  population  frequencies  is  available  for  these 
mutations.  Mutation  A197G  in  hemojuvelin  is  relatively  frequent  but  its 
implication in iron overload is still discussed (Table 4). However, mutation in non‐  
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coding regions should not be discarded (Bayele et al. 2006 and 2009; Island et al. 
2009).  
 
Table 4. Worldwide main mutations of HFE, HJV and HAMP genes  
– Frequencies at population level not available 
 
 
 
The C282Y mutation is believed to be of Celtic origin (Merryweather‐Clarke 
et al. 2003) and has a higher distribution in Northern Europe presenting a North 
West,  South  East  descendant  cline  as  shown  in  Table  4  (Campbell  et  al.  2003; 
Gene Mutations Allele Frequency Population or ethnicity Reference 
HFE C282Y G(0.947) A(0.053) Northern, Western European  CEU, HapMap 
  G(0.972) A(0.028) Italian  TSI, HapMap 
  G(0.980) A(0.020) Spanish Álvarez et al. 2001 
HJV G320V G(0.999) T(0.001) North American NCBI database 
(HFE2)  – French Canadian  Lanzara et al. 2004 
  – Greek Families  Papanikolau et al. 2004 
  – Italian/Canadian  Lanzara et al. 2004 
  – European  Lee et al. 2004a 
  – Central European  Gehrke et al. 2005 
  – German  Brakensiek et al. 2009 
 A197G C(0.898) G(0.102) Yoruban, Nigeria  YRI, HapMap 
  C(0.896) G(0.104) African Ancestry  ASW, HapMap 
  C(0.990) G(0.010) Mexican Ancestry  MEX, HapMap 
  – Brazilian  Santos et al. 2010 
 S264L – Spanish Family  Altès et al. 2009 
 C80R – North American  Barton et al. 2002 
  – North American  Lee et al. 2004b 
 C321X – North American  Lee et al. 2004a 
  – Chinese  Huang et al. 2004 
 I281T – Greek Families  Papanikolau et al. 2004 
  – Chinese  Huang et al. 2004 
  A54X – African American  Murugan et al. 2008 
HAMP G71D G(0.997) A(0.003) North American  NCBI database 
  – European family  Merryweather-Clarke et al. 2003
  – Spanish Family  Altès et al. 2009 
  – Hispanic  Barton et al. 2009 
 R56X – Italian family  Roetto et al. 2003 
  – Greek Family  Jacolot et al. 2004 
 Y70R – Italian  Roetto et al. 2004 
  – Italian  Majore et al. 2004 
 C78Y – Australian  Delatycki et al. 2004 
 R59G – North American  Jacolot et al. 2004 
    – French  Barton et al. 2009 
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Merryweather‐Clarke  et  al.  2003;  Milić  et  al.  2011).  Specifically  in  Spain  this 
pattern holds as the frequencies decrease from north to south (Álvarez et al. 2001; 
Ropero‐Gradilla  et  al.  2005).  Therefore,  as  current  study  confirms,  higher 
proportion of non‐HFE  iron overload is expected in Southern populations. In that 
respect,  Radio  et  al.  (2014)  found  a  significant  proportion  of  non‐HFE 
hemochromatosis  in  an  Italian  cohort.  In  that  case  several  TfR2  (transferrin 
receptor 2) mutations were found.  
In  conclusion,  this  study evidences  that HJV  and HAMP  exonic  regions  are 
rarely  involved  in  non‐HFE  hemocromatosis  in  primary  iron  overload  Spanish 
individuals,  and  supports  that  the majority  of mutations  in  those  genes  are  rare 
and private. Finally, our findings confirm a lower prevalence of iron overload and 
hemochromatosis  due  to  HFE  in  Mediterranean  populations.  This  makes  it 
necessary  to  explore  in  depth,  employing  larger  sample  sizes,  the  origin  of  this 
metabolic disorder in populations with low frequency of those mutations, such as 
the Spanish. 
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Resumen 
Numerosos  estudios  demuestran  como  ciertos  parámetros  relacionados  con  el 
hierro  presentan  una  heredabilidad  alta  y  por  tanto  parecen  estar  regulados 
genéticamente.  Además  un  estudio  de  ligamiento  familiar  reveló  dos  regiones 
ligadas a  la variación de  los niveles de receptor de  la  transferrina. El objetivo de 
este  trabajo  era  identificar  marcadores  genéticos  asociados  a  parámetros 
bioquímicos  que  se  emplean  para  valorar  el  estado  del  hierro.  Con  este  fin  se 
analizaron  10  SNPs  extraídos  de  la  literatura,  y  se  valoraron  los  parámetros 
relacionados con el hierro en un grupo (n= 284) de mujeres españolas. Los datos 
se  analizaron  mediante  el  test  Bayesian  Model  Averaging  (BMA),  y  mediante 
árboles de decisión. El rs1375515,  localizado en una región  intrónica del gen del 
canal  del  calcio  CACNA2D3,  se  asoció  fuertemente  con  los  niveles  de  volumen 
corpuscular medio de acuerdo al BMA, y con los niveles de hemoglobina y ferritina 
según  los  árboles  de  decisión.  El  alelo  G  se  asoció  con  niveles  bajos  de  estos 
parámetros  lo que sugiere un riesgo aumentado de sufrir anemia. Este SNP junto 
con  la mutación C282Y explicaban diferencias  significativas en  la distribución de 
los individuos entre los fenotipos clínicos del hierro. En conclusión, el rs1375515, 
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u  otros  polimorfismos  en  ligamiento,  pueden  jugar  un  papel  importante  en  la 
regulación  del  estado  del  hierro  posiblemente  al  afectar  la  función  del  canal  del 
calcio. Estos hallazgos podrían ser de utilidad en la investigación de la etiología de 
las patologías del hierro.    
Palabras clave: nucleótido de caracteres cuantitativos, anemia ferropénica, gen de canal 
del calcio, SNP, estudio de asociación. 
 
Abstract 
Several  iron‐related  parameters  have  been  reported  to  show  significant 
heritability, and thus, seemed to be genetically regulated. A genome wide  family‐
based  study  revealed  two  regions  that  showed  a  linkage  signal with  transferrin 
receptor  levels.  The  aim of  the  study was  to  identify  genetic markers  associated 
with  iron  status  biomarkers.  Ten  SNPs  selected  from  the  literature were  tested, 
and parameters related to  iron metabolism were analysed,  in a group (n=284) of 
Spanish women. Data were analyzed using Bayesian Model Averaging (BMA) test 
and  decision  trees.  The  rs1375515,  located  in  an  intronic  region  of  the  calcium 
channel  gene  CACNA2D3,  showed  strong  associations  with  levels  of  mean 
corpuscular  volume  according  to  BMA  test,  and with  levels  of  haemoglobin  and 
ferritin  according  to  decision  trees.  The  allele  G was  associated  to  low  levels  of 
these  parameters  which  suggests  higher  iron  deficiency  anaemia  risk.  This  SNP 
along with the C282Y mutation explained significant differences in the distribution 
of individuals in three iron‐related clinical phenotypes (normal, iron deficient and 
iron  deficiency  anaemic).  In  conclusion,  the  rs1375515,  or  other  genetic 
polymorphisms  in  linkage, may  play  important  roles  in  iron  status,  probably  by 
affecting  the  function  of  a  calcium  channel.  These  findings  may  be  useful  for 
further investigation in the etiology of iron diseases.  
Keywords: quantitive trait nucleotype, iron deficiency anaemia, calcium channel gene, SNP, 
association study. 
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1. Introduction 
Specific  levels  of  iron  in  biological  fluids  are  essential  for  normal  body 
function,  in  oxygen  transport  and  for  other  important metabolic  reactions. Thus, 
fine regulation of this element is required since departures from its optimal levels 
produce  severe  alterations.  For  example,  iron  overload  triggers  the  Fenton 
reaction  in  which  the  generation  of  hydroxyl  radicals,  causes  mayor  tissue 
damages  [1]. By  contrast,  iron deficiency may  cause anaemia. As  in mammalians 
there  are  no  active  mechanisms  to  eliminate  iron,  its  absorption  and  storage 
regulation are crucial for maintaining appropriate levels of this mineral.  
Among iron related diseases, anaemia is the most wide world spread, being 
considered  as  a  pandemia.  According  to  World  Health  Organization  (WHO),  a 
quarter of the world population suffers from anaemia, being women at fertile age 
the most affected group [2]. The prevalence of iron deficiency has been estimated 
to be between 8% and 33% of young women in Europe, 10%–16% in the United 
States, and 42% in developing countries [2].  
Not  only  traditional  dietary  and  host‐related  factors  are  determinants  of 
iron  levels,  but  also  genetic  factors  play  an  important  role.  Mutations  in  key 
proteins  involved  in  iron  metabolism,  red  cell  stability,  and  in  iron  absorption, 
have  proved  to  generate  severe  anaemia  and  haemochromatosis  [3‐8]. 
Haemoglobin,  serum  ferritin,  transferrin  saturation  with  iron,  which  are 
parameters employed to assess iron status, show significant  levels of heritability, 
and  thus,  seem  to  be  genetically  regulated  [9,10].  In  this  context,  recent  studies 
have  demonstrated  that  common  allelic  variants  of  certain  genes  are  associated 
with  iron  related phenotypes  [11,12], or account  for a  remarkably percentage of 
the  genetic  variation  in  the  levels  of  iron‐related  parameters  [13,14].  A  genome 
wide  linkage  study  revealed  two  regions  that  were  related  to  the  levels  of 
transferrin  receptor  [15]:  the  higher  was  located  on  Chromosome  2  (lod  score: 
2.64) and the lower on Chromosome 3 (lod score: 1.94).  
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Therefore,  by  genotyping  genetic  determinants  in  a  risk  population  for 
anaemia this study was aimed at two objectives: First, confirm in an independent 
sample,  the  importance  of  a  specific  group  of  genetic  markers  that  has  been 
already reported  to be associated with several parameters related  to  iron status.  
Second, to follow up our previously observed linkage signals from a genome‐wide 
linkage  study  [15]  by  testing  three  SNPs  selected  from  the  two  regions 
(chromosome 2 and 3) that showed the before mentioned signals. In summary, the 
main  goal  was  to  identify  common  genetic  variants  associated  with  iron  status 
especially with anaemia. 
 
2. Material and methods 
2.1 Subjects 
A  total  of  284  subjects were  recruited  as  part  of  a wide  project  aimed  at 
understanding  the  interactions  among  iron,  genes,  nutrition  and  disease  in 
menstruating women.  As  described  in  [16],  the  subjects were  Caucasian women 
born in Europe, between 18 and 45 years of age, menstruating, non‐pregnant, non‐
lactating  and  non‐smoking.  In  this  sample,  43.7%  of  the  total  individuals  had 
normal  haemoglobin  (Hb)  and  ferritin  (Ft)  levels  (Hb  ≥12,  Ft  ≥20),  45.8% were 
iron  deficient  (Hb≥12  and  Ft<20  or  Hb≤12  and  Ft>20),  and  10.6%  were  iron 
deficient  anaemic  (Hb<12  and  Ft<20).  All  women  underwent  a  health 
questionnaire and blood test. The study was approved by the ethics committees of 
the Clínica Puerta de Hierro Hospital  and  the Spanish National Research Council, 
Madrid, Spain.   
2.2 Hematological and Biochemical Determinations 
Venous  fasting  blood  samples  (5  mL)  were  collected  in  EDTA  tubes  to 
analyse haemoglobin  (g/dl),  haematocrit  (%),  and  mean  corpuscular  volume 
(MCV)(fl.) and  in  tubes with  Gel+Clot  activator  to  determine serum   iron  (µg/dl) 
and serum ferritin (ng/ml) by automatic standardized methods. 
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2.3 Genotyping 
DNA  was  extracted  from  whole  blood  using  standard  phenol‐chloroform 
methodology  with  proteinase  K.  Genotyping  of  10  SNPs  was  carried  out  by  a 
minisequencing method (Table 1), described  in  [16]. Criteria  for selecting  the 10 
SNPs  for minisequencing were  reported  in  the  same study. Briefly,  these  criteria 
were to choose those SNPs which were reported to be associated with biochemical 
 
Table 1. Descriptive analysis of the 10 studied SNPs 
SNP  Allele frequencies  Genotype frequencies 
p‐value, 
X2 (HWE)  Location 
rs4820268  0.54(A)  0.46(G)  0.28(AA) 0.51(AG) 0.21(GG) 0.871493  TMPRSS6
rs855791  0.56(C)  0.44(T)  0.32(CC) 0.49(CT) 0.19(TT) 0.515545  TMPRSS6
rs1799852  0.88(C)  0.12(T)  0.76(CC) 0.24(CT) 0(TT) 0.125421  TRANSFERRIN
rs2280673  0.62(C)  0.38(A)  0.38(CC) 0.49(CA) 0.13(AA) 0.607449  TRANSFERRIN
rs1800562  0.97(G)  0.03(A)  0.93(GG) 0.07(GA) 0(AA) 0.505265  HFE
rs3811647  0.67(G)  0.33(A)  0.44(GG) 0.47(GA) 0.1(AA) 0.059705  TRANSFERRIN
rs2673289  0.61(C)  0.39(T)  0.38(CC) 0.47(CT) 0.15(TT) 0.906312  CHROMOSOME 2
rs1375515  0.67(A)  0.33(G)  0.44(AA) 0.45(AG) 0.1(GG) 0.655416  CACNA2D3
rs1799945  0.82(C)  0.18(G)  0.67(CC) 0.29(CG) 0.04(GG) 0.777062  HFE
rs16826756  0.81(A)  0.19(G)  0.65(AA) 0.31(AG) 0.04(GG) 0.960139  CHROMOSOME 2
 
parameters related to  iron metabolism. A group of SNPs (rs3811647, rs1799852, 
rs2280673  rs1800562,  rs855791  and  rs1799945)  were  selected  due  to  their 
association  with  haemoglobin  levels  and  other  iron‐related  parameters 
[17,18,19,20].  Another  SNP  (rs4820268) was  selected  because  of  its  association 
with  serum  iron  [13].  Finally  three  more  SNPs  were  chosen  from  two  linkage 
signals  found  in  the  Remacha  et  al.  2006  study  [15].  These  three  tagSNPs were 
selected,  by  means  of  the  The  HapMap  Project  (http://www.hapmap.org/)[21]: 
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two  from  the  linkage  signal  located  on  Chromosome  2  (rs16826756  and 
rs2673289), and another one from Chromosome 3 (rs1375515).   
2.4 Statistical analysis 
SNP  allele  frequencies  assessment,  genotype  frequencies  and  Hardy‐
Weinberg  equilibrium  (HWE)  were  carried  out.  Normal  distribution  of 
hematological and biochemical parameters was assessed. All analysis was carried 
out using  the R package (http://www.Rproject.org/)  [22]. Serum ferritin was  log 
transformed before it was analyzed, because it showed a skewed distribution.  
The association between genotype and phenotype variables was studied by 
decision  trees  using  SPSS  vs.17  statistic  package,  and Bayesian Model  Averaging 
(BMA) and linear regression models using R statistic package. 
A  decision  tree  was  tested  for  each  haematological  and  biochemical 
parameter,  as well  as  for  the distribution of  the  three  clinical phenotypic groups 
(normal, iron deficient and anaemic) considering the latter as dependent variables 
and the 10 SNPs as independent variables. The decision trees are built by means of 
a  non‐parametric method  that  clusters  the observations  according  to  a  factor  or 
predictor  that  better  explains  the  differences  in  the  studied  variable.  Each 
generated  subdivision  is  again  partitioned  according  to  the  existence  of  new 
predictors with a  significant effect,  thus,  the data are presented  in a hierarchical 
manner  [23].  This  method  extracts  information  by  finding  effects  of  the  factors 
which  are  not  homogeneous  at  all  the  levels  of  the  dependent  variable,  and  by 
discovering specific interactions among variables or data mining [24,25]. From all 
the  different  analyses  available  for  this  partitioning  approach,  those  algorithms 
that apply non‐binary divisions are more convenient. In our study, the CHAID (Chi‐
square Automatic Interaction Detection) exhaustive method was selected [26]. The 
significant threshold was p<0.05, the minimum size of a node that could be divided 
consisted of  20  individuals  and  the minimum size  of  a  child node  consisted of  5 
individuals. Finally this method applied corrections due to multiple testing through 
the Bonferroni method.  
 IDENTIFICATION OF A NOVEL QUANTITATIVE TRAIT NUCLEOTYPE 
RELATED TO IRON STATUS 
 
  115
   An analysis of the association between each of the biochemical parameters 
and the 10 SNPs through a BMA was carried out. BMA test accounts for the model 
uncertainty in the variable selection by averaging over the best models according 
to a posterior probability model. BMA test estimates all of the possible models and 
calculates a probabilistic average of the effect of each SNP.  
In our study, using 10 SNPs, we considered 210 = 1024 possible models. The 
BMA posterior distribution of  the effect of each SNP  is  a weighted average of  its 
posterior distribution under all of the considered models [27].  
Because  results  obtained  with  BMA  and  decision  trees  varied,  linear 
regression  models  were  calculated  for  the  rs1375515  with  all  the  biochemical 
parameters studied, testing for recessive and dominance models.  
HapMap project (release #27) [21] was employed to describe the genomic 
location  of  rs1375515.    Haploview  4.1  used  the  information  of  a  100kb  region, 
extracted  from  the  HapMap,  to  describe  in  detail  the  linkage  disequilibrium 
patterns of the surroundings of rs1375515. Haplotype blocks were defined using a 
confident interval method describe elsewhere [28]. 
 
3. Results 
Table 1 lists the allele and genotype frequencies, as well as the p‐values for HWE 
test for the 10 studied SNPs. The 10 SNPs presented a Minimum Allele Frequency 
(MAF) greater than 0.01, and were in HWE. 
3.1 BMA Test 
Table 2 shows the results of the BMA test for MCV. The rs1375515 showed 
a  significant  association  with  MCV  yielding  a  55.4%  probability  value  of  being 
associated with  this  parameter,  and  appeared  in  the model which presented  the 
highest posterior probability (0.225). The rest of the BMA tests did not include any 
of the SNPs in the best model according to its posterior probability and thus they 
are not presented. 
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Table 2. Association análisis between the 10 SNPs and Mean Corpuscular Volume (MCV) 
using BMA test 
p!=0: Probability of the SNP to be associated with the variable. EV: Posterior mean of the 
beta parameter. SD: Standard deviation of each beta. Model1…5: Most probable multiple‐
SNP models. Post prob: Posterior probability of the model. nVar: Number of SNPs included 
in the model. BIC: Bayesian Information Criterion. r2: Coefficient of determination 
 
3.2 Decision Trees  
Only  those decision  trees  that  showed  at  least  one  significant  subdivision 
(p‐value<0.05) are described.   
Figure 1 depicts  the decision  tree  for haemoglobin.  It  is  rs1375515 which 
better  explains  this  variable,  partitioning  the  sample  (P=0.019)  into  two 
subgroups. Those  individuals genotyped as A/A and those as A/G were clustered 
  p!=0  EV  SD Model1 Model2 Model3 Model4  Model5
Intercept  100  87.7448111  0.60796 87.9715 87.242 88.3481 87.6379  88.3896
rs4820268  1.3  0.0002043  0.04914 . . . .  . 
rs855791  3.4  0.0116184  0.09927 . . . .  . 
rs1799852  7  0.0629203  0.29384 . . . .  . 
rs2280673  3.2  0.0099255  0.09574 . . . .  . 
rs1800562  7.1  0.1100278  0.5081 . . . .  . 
rs3811647  11.1  ‐0.0787761  0.2702 . . . .  ‐0.6728
rs2673289  5  ‐0.0251253  0.14551 . . . .  . 
rs1375515  55.4  ‐0.6066949  0.63944 ‐1.1079 . ‐1.0922 .  ‐1.07
rs1799945  5.1  0.0328943  0.18588 . . . .  . 
rs16826756  21.5  ‐0.2214793  0.49003 . . ‐1.0174 ‐1.0412  . 
nVar      1 0 2 1  2
r2      0.021 0 0.034 0.013  0.029
BIC      ‐0.3901 0 1.5651 1.8608  3.0805
postprob      0.225 0.186 0.085 0.073  0.04
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together with  a mean  haemoglobin  level  of  13.189  g/dl.  The  rest  of  the  sample, 
those  typed  as  G/G  homozygous were  included  in  a  different  node with  a mean 
value of 12.641 g/dl. This suggests  that  the absence of  the A variant  reduces  the 
levels of haemoglobin by approximately 0.54 g/dl. As for the first node, it was split 
into two other subgroups (P=0.045), the rs1800562 (corresponding to the C282Y 
non‐synonymous amino acid change) being the one producing this division. These 
two  subgroups  correspond  to  those  individuals  homozygous  G/G  and  those 
heterozygous G/A.  Thus,  individuals  carrying  the  allele A  tend  to  express  higher 
levels of haemoglobin (13.628 g/dl vs. 13.156 g/dl).  
The tree built for log10ferritin is shown in Figure 2. It seems very similar to 
that of the haemoglobin, thus, the subdivisions have occurred in the same manner 
being  the  rs1375515  the  one  which  produces  the  first  split  (P=0.048),  and 
rs1800562  the  one  that  produces  the  second  (P=0.038).  In  the  first  subdivision, 
individuals  A/A  and  A/G  were  clustered  together  yielding  a  mean  of  1.284  (Ft 
values:  25.894  ng/ml)  whereas  individuals  G/G  presented  a  mean  of  1.112  (Ft 
values: 18.033 ng/ml). The second division occurs in the group with higher mean, 
as  in the previous tree. Considering this  is a hierarchical method, the rs1375515, 
accounts for the variability of this parameter better than the rest of the SNPs, but 
with a lower significance level (P=0.048) in comparison with the haemoglobin tree.  
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Fig. 1. Decision tree built with Haemoglobin (g/dl) as dependent variable and the 10 SNPs 
as  independent  variables  or  factors. %:  Percentage  of  the  total  sample  included  in  each 
node. Predicted: Predicted mean value assuming no effect for the factors 
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Fig. 2.  Decision  tree  built with  Log10Ferritin  (ng/ml)  as  dependent  variable  and  the  10 
SNPs as  independent variables or  factors. %: Percentage of  the  total  sample  included  in 
each node. Predicted: Predicted mean value assuming no effect for the factors 
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Fig. 3. Decision tree built with the distribution of iron clinical phenotypes (Iron deficient 
anaemic, iron deficient, and normal) as dependent categorical variable and the 10 SNPs as 
independent variables or factors. %: Percentage of each phenotype included in each node 
 
Figure  3  shows  the  decision  tree  that  assumes  the  distribution  of  the 
individuals  in  three  phenotypic  groups  (anaemic,  deficient  and  normal)  as  the 
dependent variable. As in the previous trees the first subdivision is caused by the 
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SNP rs1375515 generating two nodes (P=0.02). In  node 2, which includes all the 
individuals  homozygous  for  G/G,  the  distribution  of  phenotypes  is  significantly 
different from that of the whole sample (node 0), where the anaemic group having 
a sharp increase (27.6% vs. 10.6%) and both the normal and the deficient groups a 
considerable downscale.  In node 2, only one out of 29  individuals presents  the A 
mutation  for  rs1800562.  Node  1  is  subdivided  into  two  groups  by  the  SNP 
rs1800562. The  resulting node 4, which  contains  those  individuals heterozygous 
G/A, has a significantly different distribution of phenotypes, where there were no 
anaemic  individuals  (0%)  and  the  proportion  of  normal  individuals  was  highly 
increased compared to that of the total sample (77.8% in node 4 vs. 43.7% in the 
complete  sample).  This  tree  shows  the  significant  combined  effect  of  rs1375515 
and  rs1800562 over  iron  status,  thus,  in node 2,  the effect  of being homozygous 
G/G  (rs1375515)  and  not  carrying  the  A  mutation  of  rs1800562  raises 
significantly  the  risk  of  anaemia,  while  in  node  4  the  combination  of  not  being 
homozygous  for  the  G mutation  of  rs1375515  and  presenting  the A mutation  in 
rs1800562 produces a very low probability of anaemia and therefore increases the 
probability of being included in the normal group.     
3.3 Dominance and recessive models 
According  to  the  decision  trees,  the  association  of  the  rs1375515  with 
haemoglobin levels and to a lesser extent with log10ferritin levels, raised questions 
about why this SNP did not appear significantly associated in the BMA test, for the 
same parameters. 
The  pattern  the  rs1375515  shows  in  the  trees  when  producing  the 
subdivisions, suggests that this SNP does not follow a co‐dominance effect model. 
Thus, homozygous A/A and heterozygous A/G cluster  in the same node, whereas 
G/G homozygous express a significant lower mean. This suggests that a recessive 
model may  apply  to  these data. As BMA  test  assumes  a  co‐dominant model,  this 
could be the cause of the discrepancy between the two statistics. 
Therefore, dominant and recessive models were tested for the rs1375515 with all 
the  variables.  The  results  presented  in  Table  3  show  that  this  SNP  generates 
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significant  p‐values  for  regression models  considering  recessive models,  for  the 
variables haemoglobin, log10ferritin, haematocrit and MCV. 
 
Table 3. Simple linear regression analysis of variables versus rs1375515 assuming a 
recessive model 
  Effect  Std. Error t value P‐
value 
Variable 
(Intercept) 13.1894  0.0615 214.55 0 Haemoglobin 
rs1375515  ‐0.548  0.1924 ‐2.85 0.0047
(Intercept) 2.9555  0.0499 59.28 0 log10Ferritin 
rs1375515  ‐0.3943  0.156 ‐2.53 0.012
(Intercept) 39.3071  0.169 232.56 0 Haematocrit 
rs1375515  ‐1.2588  0.5289 ‐2.38 0.018
(Intercept) 87.448  0.3121 280.19 0 MCV 
rs1375515  ‐2.0169  0.9767 ‐2.07 0.0398
 
 
3.4 HapMap and Haploview analysis  
Figure 4 describes the genomic location of rs1375515, on chromosome 3 at 
position  54451680.  This  position  maps  in  an  intronic  region  of  a  gene  that 
expresses  an  alpha  voltage  dependant  calcium  channel  (CACNA2D3).  The  LD 
pattern  of  a  surrounding  region  of  100kb  is  showed  in  Figure  4.  According  to 
Haploview rs1375515 is located in a 25kb haplotype block. 
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Fig. 4. Plots modified  from HapMap  (release  #  27)  and Haploview  vs  4.1.  HapMap  plot 
shows a region of 1Mb in which the CACNA2D3 is included. The linkage disequilibrium plot 
(values  of  r2)  was  constructed  from  a  100kbs  region  in  which  rs1375515  is  included. 
Darker diamonds indicate higher r2 values 
 
4. Discussion 
The  main  goal  of  our  study  was  to  identify  common  genetic  variants 
associated with general  iron status. We show for the first time that rs1375515 is 
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associated with the levels of iron‐related biomarkers, as well as with iron clinical 
phenotypes (normal, iron deficient and anaemic). According to BMA test, this SNP 
showed  significant  association with  the  levels  of MCV.  It  also  showed  significant 
association with the levels of ferritin and haemoglobin according to decision trees. 
This  is  significant,  since  these  two  variables  (haemoglobin  and  ferritin)  are 
employed  by  the WHO  to  define  healthy  and  pathological  groups  regarding  iron 
status.  The  variant  G  in  homozygosis  was  found  in  the  current  studey  to  be 
significantly associated with higher risk of belonging to the anaemic group. 
Although  the  two main  statistics  employed  (BMA  test  and  decision  trees) 
did not present  the same results, we should highlight  that rs1375515 behaves  in 
the same manner if we focus on its observed effect on iron status. Even though the 
results were different between the two statistical methods used (BMA and decision 
trees),  the  observed  iron  status was  similar  as  regards  of  rs1375515.  Regarding 
the decision trees, the allele G, or minor allele, is associated with low levels of both 
haemoglobin and  ferritin which points  to  a  lower  iron  status. Thus,  for  the BMA 
test for MCV, the coefficient of association in model1 shows that G allele is related 
to  low  levels  of  this  parameter  and  it  is  known  that  low MCV  together with  low 
ferritin and haemoglobin values  indicate  iron deficiency anaemia risk. Therefore, 
from a physiological point of view, the presence of the G allele seems to be always 
associated with lower iron status.  
Moreover,  decision  trees  results  suggest  that  rs1375515  had  a  recessive 
model effect on haemoglobin,  ferritin, and on the clinical phenotypes. The results 
obtained  using  linear  regression models were  also  consistent with  the  recessive 
effect  hypothesis.  Therefore,  this  could  be  the  cause  of  not  having  found  those 
associations  in  the  BMA  test  given  that  this  analysis  only  assumes  codominant 
model effects.   
Since rs1375515  is a  tagSNP (according  to HapMap criteria),  it  captures a 
great amount of the genetic variation in the region where it is placed. This SNP is 
located in the intronic region of a gene that expresses an alpha voltage dependant 
calcium channel  (CACNA2D3).  The  significant  associations  that were  found  could 
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mean  either  that  this  SNP  itself  affects  the  parameters  levels,  or  that  there  is 
another SNP in linkage disequilibrium (LD) with this one, which is responsible for 
the statistical association. The calcium channel gene, in which this SNP is located, 
spans  approximately  1Mbs  on  chromosome  3,  with  rs1375515  separated 
approximately  750kbs  from  the 5’  end  and 300kbs  from  the 3’  end  of  this  gene. 
Linkage disequilibrium values  in  the genome can  show different patterns among 
populations,  and  decrease  with  genetic  distance,  thus  LD  blocks  greater  than 
100kbs are rare [29]. In this regard, rs1375515 is located, according to Haploview 
analysis, in a 25kb haplotype block which suggests that if there is another SNP, in 
LD with rs1375515 responsible for the statistical associations, it would be located 
most probably in the same block or in adjacent blocks within the calcium channel 
gene.  Therefore,  the  data  are  pointing  to  a possible  relation between  variants  of 
CACNA2D3 gene and several  iron status biomarkers  (MCV, haemoglobin,  ferritin) 
as well as with iron clinical pnenotypes.  
Regarding  the association with MCV, given  the position of  rs1375515  in a 
calcium  gene,  there  are  several  evidences  in  the  bibliography  that  relate  cell 
volume  and  ionic  channels  with  iron  metabolism  pathologies  that  should  be 
discussed  as  follows.  Fine  regulation  of  the  cell  volume,  associated  with  ionic 
exchange  [30,31],  is  essential  for  normal  cellular  function,  and  consequently, 
alterations in cell volume participate in the physiopathology of disorders such us 
liver  insufficiency,  fibrosing disease, and sickle anaemia [33]. Moreover,  red cells 
are  extremely  sensitive  to  volume  changes  that  may  easily  produce  haemolytic 
related  anaemias  [33].  Recently,  Seabastiani  et  al.  [34]  have  discovered  some 
genetic modifiers of  the severity of sickle cell anaemia, some of them within a K+ 
channel KCNK6. Although  this  association  is not  fully understood,  this work may 
support  the  fact  that  cationic exchange  is  somehow associated with erythrocytes 
volume and therefore with deficiency anaemia or other anaemias.  
According  to  the  bibliography,  calcium  channels  are  reported,  to  be 
associated with cell volume and iron status as well. In Lew et al. [33] it was shown 
how blocking these cannels affected red cell volume by dehydration. This resulted, 
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as  well,  in  changes  in  cell  volume  and  anaemia.  In  the  same  line,  it  has  been 
demonstrated [35] that blocking calcium channels had beneficial effects on an iron 
overload cardiomyopathy. Other works show that these channels could be directly 
responsible for iron uptake, namely the L‐type voltage dependent calcium channel 
could be an alternate route for iron to enter the cardiomiocytes [36].  
All  these  evidences  may  suggest  that  the  G  variant  of  the  rs1375515,  or 
other variants  in LD,  can be  involved  in hampering  the calcium channel  function 
which could increase the risk of anaemia. The intronic location of this SNP should 
not be an argument to discard its possible effect, as other SNPs located in intronic 
regions have been proved to influence the levels of the protein expression [13,34]. 
We found that the C282Y substitution (rs1800562) is related to high levels 
of  haemoglobin  and  ferritin,  and  to  low  probabilities  of  being  anaemic, 
counterbalancing to some extent the effect of the G allele of rs1375515. In fact, the 
results have  shown  the  combined effect of  these  two SNPs can  significantly vary 
the distribution of  the  iron clinical phenotypes. This SNP  (rs1800562)  located at 
the  HFE  gene,  is  associated  with  haemochromatosis  [19,37,38]  and  has  been 
reported  to  show    significant  effect  on  haemoglobin  levels  as  well  as  other 
parameters  related  to  iron  status  such  as  serum  ferritin,  serum  iron,  serum 
transferrin  and  transferrin  saturation  [13,17].  This  study  supports  other  recent 
findings  in which common variants  the HFE  gene  [18], may be used as predictor 
factors of iron status.  
The  rs855791  and  the  rs4820268,  both  located  in  TMPRSS6  gene,  were 
analyzed because  they have recently been associated with haemoglobin and  iron 
status, MCV [13,18,39], serum iron [17] and to some iron‐related diseases such as 
iron refractory anaemia [5].  In our study,  these SNPs had no significant effect on 
the  levels of any of the parameters regardless of  the statistic employed (data not 
shown). A possible explanation could be that the relatively small size of our sample 
(n=284) hampers to find associations for SNPs that do not show very strong effect. 
In this respect the effect of the recessive homozygous of rs855791 on haemoglobin 
levels in Chambers et al. 2009 [18] was a 0.21 g/dl reduction (in a larger sample), 
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whereas in the same case for rs1375515 (present study) the reduction was of 0.54 
g/dl, which is notably higher. 
The region in which rs2673289 and rs16826756 are located (Chromosome 
2),  showed  a  linkage  signal with  transferrin  receptor  in  a  previous  family‐based 
study  [15],  however,  in  the  present  work  these  SNPs  have  not  showed  any 
association with the studied parameters. An explanation for this could be that the 
markers that produced the linkage signal, may be rare or specific of some families, 
and hence, are not present in our sample.  
It is important to note that our sample was not chosen to be representative 
of the general population. The individuals were chosen to be women at fertile age 
since this is the population group most at risk of suffering from anaemia. Following 
the WHO criteria for haemoglobin and ferritin levels, in our sample the proportion 
of those defined as iron deficient and anaemic (45.8% and 10.6%) compared with 
those  defined  as  healthy  (43.7%)  could  be  overrepresented  compared  with  the 
general population.  
   In  summary,  our  results  show  that  the  rs1375515  is  associated  with 
haematological  and  biochemical  parameters  used  to  assess  iron  status.  The 
location  of  this  SNP  in  a  calcium  channel  gene  (CACNA2D3),  suggests  that  the 
functionality of this channel regarding its relation to iron related parameters and 
anaemia should by further investigated. The combined effect of this SNP together 
with  the  C282Y  substitution  (rs1800562)  explains  significant  differences  in  the 
risk  of  developing  anaemia.  Thus,  our  study  has  broad  implications  for  future 
studies that focus on the basis of genetic variation within iron‐related traits. 
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Resumen 
Varios trabajos relacionan regiones genéticas con parámetros asociados al hierro y 
a  los eritrocitos, pero son menos  los que  los relacionan con los  fenotipos clínicos 
de  la  anemia  ferropénica.  El  SNP  rs1375515,  localizado  en una  subunidad de un 
canal de calcio, se ha asociado con mayor riesgo de sufrir anemia. El objeto de este 
estudio es investigar en profundidad la relación de este SNP con los parámetros del 
hierro y  los  fenotipos clínicos, y explorar  las posibles  implicaciones del canal del 
calcio en la regulación del hierro. Además, se busca replicar en nuestra población 
la  asociación  previamente  descrita  de  otros  SNPs  con  estos  parámetros.  Se 
testaron  45  SNPs  seleccionados  a  través  de  una  búsqueda  sistemática  de  la 
literatura  y  de  un  Fine  Mapping  de  la  región  CACNA2D3,  con  los  rasgos 
hematológicos y bioquímicos de 358 mujeres en edad fértil. Se emplearon análisis 
multivariantes  como  regresión  logística  por  pasos  hacia  atrás  y  árboles  de 
decisión. Los resultados replican la asociación de SNPs relacionados anteriormente 
con parámetros del hierro y confirman el efecto protector del alelo A de rs1800562 
(HFE)  y  del  G  de  rs4895441  (HBS1L­MYB).  El  riesgo  de  sufrir  anemia  se  ve 
incrementado  en  los  portadores  del  alelo  A  de  rs1868505  (CACNA2D3)  y/o  del 
alelo  T  de  rs1319441  (HIST1H2BJ).  La  asociación  encontrada  entre  los  SNPs  del 
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Fine Mapping  con  la  ferritina  y  el  hierro  sérico  sugiere que  los  canales  de  calcio 
podrían ser una vía directa para la entrada del hierro en condiciones fisiológicas.   
Palabras clave: anemia ferropénica, SNPs, estudios de asociación, canal de calcio, absorción 
de hierro 
 
Abstract 
Numerous  studies  associate  genetic  markers  with  iron‐  and  erythrocyte‐related 
parameters, but few relate them to iron‐clinical phenotypes. Novel SNP rs1375515, 
located  in a  subunit of  the  calcium channel gene CACNA2D3,  is  associated with a 
higher  risk  of  anaemia.  The  aim  of  this  study  is  to  further  investigate  the 
association of this SNP with iron‐related parameters and iron‐clinical phenotypes, 
and  to  explore  the  potential  role  of  calcium  channel  subunit  region  in  iron 
regulation.  Furthermore,  we  aim  to  replicate  the  association  of  other  SNPs 
reported previously in our population. We tested 45 SNPs selected via systematic 
review  and  fine  mapping  of  CACNA2D3  region,  with  haematological  and 
biochemical  traits  in  358  women  of  reproductive  age.  Multivariate  analyses 
include back‐step  logistic  regression and decision  trees. The results  replicate  the 
association of SNPs with iron‐related traits, and also confirm the protective effect 
of both A allele of rs1800562 (HFE) and G allele of rs4895441 (HBS1L­MYB). The 
risk of developing anaemia  is  increased  in reproductive age women carriers of A 
allele  of  rs1868505  (CACNA2D3)  and/or  T  allele  of  rs13194491  (HIST1H2BJ). 
Association of SNPs from fine mapping with ferritin and serum iron suggests that 
calcium  channels  could  be  a  potential  pathway  for  iron  uptake  in  physiological 
conditions. 
Keywords: iron deficiency anaemia, SNPs, association study, calcium channel, iron uptake 
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1. Introduction   
Iron  homeostasis  is  essential  for  numerous  physiological  processes. 
However, excess of iron could form toxic free radicals, and it thus requires precise 
regulation  [1].  Because  humans  do  not  possess  an  active  mechanism  for  iron 
excretion,  this  regulation  is  carried out mainly by modulating  the uptake of  iron 
from  the diet by enterocytes and  transfer of  this  iron  to  the  systemic  circulation 
[2].  The  key  proteins  that  control  this  process  also  control  the  release  of  stored 
iron to plasma, to supply iron for erythropoiesis and other metabolic activities [3]. 
Small  deviations  from  correct  iron  levels  are  the  ultimate  cause  of  several 
disorders, of which iron deficiency anaemia (IDA) is the most prevalent. Indeed, it 
is considered a pandemic according to the WHO, which classifies women in fertile 
age  as  the  most  at‐risk  group  [4].  Moreover,  iron  deficiency  is  associated  with 
other disorders [5,6]. 
IDA  is  influenced  by  diet,  iron  intake,  blood  loss,  physiological  status  and 
infections  [7,8].  However,  the  evidence  on  several  genetic  disorders  of  iron 
metabolism  in  human  and  animals  indicates  a  plausible  genetic  contribution  to 
iron regulation [9‐11]. Moreover, heritability of  the biochemical parameters used 
to assess iron status, such as haemoglobin, haematocrit, ferritin, mean cell volume 
(MCV),  transferrin  and  serum  iron,  supports  this  hypothesis  [12‐14].  Several 
studies on humans have associated many genetic markers, mainly SNPs, with iron‐
related  parameters  [15‐19]  and  with  anaemia  itself  [20‐22].  Despite  the  vast 
amount of  information  that  these genome‐wide association  studies  (GWAS) have 
made  available,  it  is  still  difficult  to  replicate  or  apply  the  obtained  results  in 
practical  health  contexts  [23‐25].  In  this  respect,  the  increasing  complexities  of 
health and illness issues render it necessary to broaden methodological strategies 
in research, and the use of data mining methods has been suggested as a means to 
integrate all of these associations [26]. 
Although some of the SNPs associated with iron metabolism parameters are 
found in protein codifying regions, most of them, as the Encode project is revealing 
[27,28],  are  not  involved  in  structural  changes  but  in  functional  aspects.  The 
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authors of the present study found a novel SNP (rs1375515), located in an intronic 
region  of  a  gene  that  codifies  a  subunit  of  a  calcium  channel  CACNA2D3, 
significantly  associated  with  haemoglobin  and  ferritin,  as  well  as  with  different 
probabilities  of  belonging  to  different  iron‐clinical  phenotypes  [21].  Calcium 
channels are associated with iron homeostasis through the modification of red cell 
volume  that  leads  to  disorders  such  as  liver  insufficiency,  fibrosing  disease  and 
sickle  cell  anaemia  [29].  Other  studies  have  shown  that  these  channels  could  be 
directly  responsible  for  iron  uptake,  namely  that  the  L‐type  voltage  dependent 
calcium channel  could be  an alternate  route  for  iron  to enter different  cell  types 
[30,31]. 
The aims of this study are to replicate the association of the most relevant 
SNPs not only with iron‐related parameters but also with iron‐clinical phenotypes, 
using data mining and qualitative methods, and to explore the potential role of the 
calcium channel subunit region by means of fine mapping. 
 
2. Material and Methods 
 Subjects 
A total of 358 women of reproductive age were recruited in a wider project 
aimed at understanding the interactions among iron, genes, nutrition and disease 
in menstruating women. This sample  is an extension  in 74 women of  the sample 
analyzed  in  Bertoncini  et  al.  and  Baeza‐Richer  et  al.  [21,32].  The  subjects  were 
Caucasian  women  born  in  Europe,  aged  between  18  and  45  years  old, 
menstruating, non‐pregnant, non‐lactating and non‐smoking. In this sample, 43.6% 
of  the  total  individuals had normal haemoglobin (Hb, g/dl) and  ferritin (Ft, µg/l) 
levels (Hb ≥12, Ft ≥20), 45.8% were iron deficient (Hb≥12 and Ft<20 or Hb≤12 and 
Ft>20)  and  10.6%  were  iron  deficient  anaemic  (Hb<12  and  Ft<20).  This 
classification  follows  WHO  criteria  [4].  All  women  were  administered  a  health 
questionnaire and underwent a blood test. The study was approved by the ethics 
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committee  of  the  Puerta  de  Hierro  Hospital  and  the  Spanish  National  Research 
Council, Madrid, Spain. 
SNP selection 
Thirty five SNPs were analysed in this cohort for the first time, plus 10 SNPs 
already  typed  in  Bertoncini  et  al.  and Baeza‐Richer  et  al.[21,32] where  these  10 
SNPs were  analysed  in  284  out  the whole  sample.  The  total  45  SNPs  (Table  1S) 
were selected for this study according to the following criteria: 
a)  Fine  Mapping:  this  technique  allows  us  to  look  deeper  into  the  possible 
implication of CACNA2D3 in iron metabolism, by genotyping more extensively this 
region.  In  general  terms,  pairwise  linkage  disequilibrium  (LD)  gives  you 
information of how two SNPs vary together, so that you need to select less SNPs to 
capture  all  the  genetic  variability  (information)  of  a  given  region.  Using  Tagger 
[33] from the Haploview software [34] vs 4.1, we fine‐mapped a 100kb LD (linkage 
disequilibrium)  block  region  in  which  rs1375515  is  located  (CACNA2D3). 
Haploview software will select the least SNPs needed to capture most of the region 
variability  employing  LD  analysis.  The  selection  criteria  were:  pairwise  tagging 
only,  and  a  LD  value  (r2)  of  0.8. After  selection, we  eliminated  those  SNP with  a 
MAF  (minimum  allele  frequency)  lower  than  0.01  from  the  analysis.  The  final 
selection included 16 SNPs. 
b) Extensive and systematic literature search: 19 SNPs from (GWAS) were selected 
employing  the  following  criteria:  highly  significant  association  with  iron‐related 
parameters in at least two independent studies, and associated with at least one of 
the  parameters  under  analysis:  haemoglobin,  ferritin,  haematocrit,  MCV,  serum 
iron and transferrin. SNPs not in LD were selected. 
c)  SNaPshot  Assay:  as  described  before  [21,32],  we  selected  another  10  SNPs 
which were  included  in  the mini‐sequencing  assay  developed  by  our  group.  The 
SNPs  included  in  this assay were selected  in our previous study because of  their 
strong association with  iron‐related traits. They are  located in the TMPRSS6, HFE 
and  TF  genes.  Three  other  SNPs  (including  rs1375515)  were  selected  from  a 
linkage study [35]. 
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Genotyping 
Ten  SNPs  were  genotyped  using  a  multiplex  minisequencing  assay 
(SNaPshot)  that was developed by our group [32]. Genotypes were obtained  in a 
310 ABI Sequencer. The other 35 SNPs were genotyped by means of the Sequenom 
technique, using  iPLEX chemistry. SNP genotyping services were provided by the 
Spanish "National Genotyping Centre” (CEGEN‐USC, http://www.cegen.org). 
Haematological and biochemical determinations 
Fasting  venous  blood  samples  (5  ml)  were  collected  in  EDTA  tubes  to 
analyse haemoglobin (g/dl), haematocrit (%) and MCV (fl.), and in tubes with Gel + 
Clot activator to determine serum iron (μg/dl), serum ferritin (ng/ml) and serum 
transferrin (mg/dl) by automatic standardised methods. 
Statistical analysis 
SNP  allele  frequencies,  genotype  frequencies  and  the  Hardy‐Weinberg 
equilibrium  were  determined.  Normal  distribution  of  haematological  and 
biochemical parameters was assessed. These analyses were carried out using the R 
package  (http://www.Rproject.org/).  Serum  ferritin  and  MCV  were  log‐
transformed prior to analysis because they showed a skewed distribution. 
The  association  between  genotype  and  phenotype  was  studied  using 
decision  trees  and  linear  regression models.  Decision  trees  are  one  of  the most 
popular approaches for representing classifiers [26]. This algorithm usually works 
top‐down by  choosing  a  variable  at  each  step  (in  this  case  the  SNPs)  that  is  the 
most significant variable to split the set of items (the sample in this case). The best 
SNP is defined by how well it splits the set into homogeneous subsample that have 
the same value regarding the SNP genotypes. Each generated subsample could be 
again partitioned according to the existence of new SNPs with a significant effect, 
therefore the data are presented in a hierarchical way. Decision trees uses a Chi‐
Square test that eventually could detect  interactions among the SNPs(CHAID:Chi‐
Square  Automatic  Interaction  Detection).  In  order  to  avoid  hazardous  results  a 
significance  threshold  of  p<0.05,  a minimum parent  node  size  of  30  individuals, 
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and  a  minimum  child  node  size  of  10  was  used.  Finally,  this  method  applies 
Bonferroni corrections due to multiple testing. This analysis was performed using 
the statistical package SPSS vs.19. 
In addition, a back‐step logistic regression model was tested which assumed 
an  association  between  iron‐clinical  phenotypes  and  the  SNPs.  This  method  is 
suitable  for  qualitative  responses  such  as  iron‐clinical  phenotypes  (normal  iron 
deficiency  and  IDA).  As  in  general  regressions,  it  assumes  a  linear  response 
between explanatory and response variables  [36].  In  the  first  step,  the back‐step 
model analyses all the SNPs in the model and chooses the most significant one. In 
the following steps, it selects the most significant SNPs, maintaining those already 
chosen, until all significant SNPs are included. This model is appropriate to assess 
the  degree  of  prediction  of  an  individual  presenting  a  certain  iron  status  (iron‐
clinical phenotypes) regarding a specific combination of those SNPs selected. This 
analysis was carried out using SAS v.9.2. 
 
3. Results 
Association of SNPs with iron­related parameters 
The  regression  analysis  results  for  all  the  SNPs  with  the  iron‐related 
parameters,  testing  several  effect  models,  are  shown  in  Table  1.  Some  SNPs 
seemed to be specifically associated with one parameter, such as rs3811647 (TF) 
and  rs198846  (TF) with  transferrin,  rs11970772  (CCND3) with  serum  iron,  and 
rs16826756  (chr  2)  with  MCV,  whereas  others  were  associated  with  several 
parameters,  such  as  rs4895441  (HBS1L),  rs13194491  (HIST1H2BJ),  rs1799852 
(TF),  and  rs2673289  (chr  2).  Parameters  such  as  haemoglobin  and  haematocrit 
shared several SNPs, whereas  transferrin showed different significant SNPs  from 
all the other parameters. Fine‐mapped SNPs were only observed to be significantly 
associated with logFerritin and serum iron (Table 1). Lastly, all the SNPs contained 
in  our  decaplex  [37]  were  associated  with  at  least  one  parameter,  with  the 
exception of rs4820268, which is in strong LD with rs855791 (both in TMPRSS6). 
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The  SNP  rs1375515  (CACNA2D3) was  found  to  be  associated with  haemoglobin 
and logFerritin. 
Table 1. Descriptive and linear regression for SNPs and biochemical parameters. Only 
significant results were shown. Effect model analyses do not apply for those SNPs that do 
not present individuals homozygous for the rare allele 
 
Reference SNPs Location Parameter Model Effect Coef (CI 95%) p 
  chr gene   Genotype   
§ rs16826756 2 _ logMCV Rec G/G -0.02 (-0.04, 0.00) 0.033 
§ rs2673289 2 _ Haemoglobin Rec T/T -0.47 (-0.84, -0.09) 0.014 
    logFerritin Rec T/T -0.11 (-0.22, -0.01) 0.033 
    Haematocrit Rec T/T -1.15 (-2.14, -0.16) 0.024 
* rs13089763 3 CACNA2D3 logFerritin  C/G 0.19 (0.02, 0.36) 0.03 
§ rs1375515 3 CACNA2D3 Haemoglobin Rec G/G -0.49 (-0.98, -0.01) 0.046 
    logFerritin Rec G/G -0.16 (-0.29, -0.02) 0.022 
* rs1868498 3 CACNA2D3 logFerritin Dom A/G-G/G 0.12 (0.01, 0.22) 0.027 
    Serum Iron Rec G/G 60.67 (21.67, 99.67) 0.0025 
* rs1868505 3 CACNA2D3 logFerritin Dom A/G-A/A -0.10 (-0.19, 0.00) 0.049 
* rs4974366 3 CACNA2D3 logFerritin Dom C/T-T/T 0.11 (0.01, 0.21) 0.038 
    Serum Iron Rec T/T 76.61 (31.95, 121.26) 0.0009 
* rs7653648 3 CACNA2D3 logFerritin Dom C/G-G/G 0.09 (0.01, 0.17) 0.03 
§ rs1799852 3 TF Haemoglobin  C/T -0.39 (-0.71, -0.07) 0.019 
    Haematocrit  C/T -1.09 (-1.96, -0.23) 0.014 
    Transferrin  C/T -25.45 (-39.29, -11.61) 0.0004 
§ rs2280673 3 TF Transferrin Rec A/A 19.96 (1.49, 38.42) 0.035 
§ rs3811647 3 TF Transferrin Cod G/A 21.29 (8.74, 33.84) <0.0001 
      A/A 51.48 (30.88, 72.07)  
[17,38] rs11970772 6 CCND3 Serum Iron Rec A/A -24.85 (-48.80, -0.89) 0.043 
[38,41] rs4895441 6 HBS1L logFerritin Rec G/G 0.36 (0.11, 0.62) 0.0057 
    Serum Iron Dom A/G-G/G 11.04 (2.14, 19.94) 0.016 
    Transferrin Rec G/G -44.35 (-84.67, -4.03) 0.032 
    logMCV Rec G/G 0.03 (0.01, 0.06) 0.0053 
§ rs1799945 6 HFE Transferrin Dom G/C-G/G -16.79 (-29.64, -3.95) 0.011 
§ rs1800562 6 HFE logFerritin  G/A 0.17 (0.00, 0.34) 0.048 
    Transferrin  G/A -39.35 (-64.67, -14.02) 0.0025 
[38,39] rs198846 6 HIST1H1T Transferrin Dom A/G-A/A -16.06 (-28.65, -3.47) 0.013 
[38,40] rs13194491 6 HIST1H2BJ Haemoglobin  C/T -0.60 (-1.18, -0.03) 0.04 
    Haematocrit  C/T -1.64 (-3.16, -0.11) 0.036 
    Serum Iron  C/T -19.49 (-36.35, -2.63) 0.024 
[38,41,43,44] rs17342717 6 SLC17A1 Transferrin Dom C/T -21.84 (-38.63, -5.05) 0.011 
[38,40] rs12216125 6 TRIM38 Transferrin Dom C/T-T/T -25.30 (-37.35, -13.24) <0.0001 
    logMCV Rec T/T 0.02 (0.00, 0.03) 0.0094 
[38,42] rs3184504 12 SH2B3 Haematocrit Dom C/T-T/T 0.92 (0.07, 1.76) 0.034 
[38,39] rs11089823 22 TMPRSS6 Haemoglobin Dom C/T-C/C 0.34 (0.04, 0.64) 0.025 
    Haematocrit Dom C/T-C/C 0.95 (0.16, 1.74) 0.018 
§ rs855791 22 TMPRSS6 Transferrin Rec T/T 15.43 (0.07, 30.78) 0.049 
[ ] Literature         
* Fine mapping        
§ Decaplex         
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Fig.  1.  Decision  tree  built  for:  (a)  Haemoglobin  (g/dl)  and  (b)  Haematocrit  (%),  as 
dependant variable and the 45SNPs as independent variables or factors. Gene location of 
SNPs  showed  in  capital  letters.  P‐value:  Significant  value  of  the  Chi‐Square  test  that 
measures how well a SNP splits a sample according to the genotypes, %: Percentage of the 
total  sample  included  in each node, blank: Missing values. CC  individuals of  rs11089823 
were  grouped  with  TT  bearers;  a  statistical  artefact  due  to  small  number  of  CC  (six 
individuals) 
 
All  the SNPs  that were  found  in  the classification  trees were also  found  in 
the  regression  analysis.  As  the  decision  trees  for  haemoglobin  and  haematocrit 
were  built  in  a  very  similar  way,  both  results  are  shown  in  Figure  1.  The 
combination of CC of rs1799852 (TF), CT of rs11089823 (TMPRSS6) and CC/CT (in 
haemoglobin), CC (in haematocrit) of rs2673289 (chr 2) described the node with 
the highest level of both parameters. Conversely, the aggregate of CC of rs1799852 
(TF),  TT/CT  of  rs11089823  (TMPRSS6)  and  CC  of  rs3184504  (SH2B3)  described 
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the  group  of  samples  (node)  with  the  lowest  level.  The  tree  for  logFerritin  is 
depicted  in  Figure 2, where  it  can be  seen  that  the  SNP  rs1375515  (CACNA2D3) 
was  the one  that most significantly split  the variable  into  two groups. The entire 
sample  could  be  described  as  follows:  those  individuals  carrying  AA/GA  for 
rs1375515 (CACNA2D3) and GA for rs1800562 (HFE) presented the highest mean 
of logFerritin, whereas those carrying GG of rs1375515 (CACNA2D3) showed the  
 
Fig. 2. Decision tree built for logFerritin (ng/ml) as dependant variable and the 45 SNPs as 
independent variables or factors. Gene location of SNPs showed in capital letters. P‐value: 
Significant  value  of  the  Chi‐Square  test  that  measures  how  well  a  SNP  splits  a  sample 
according  to  the  genotypes,  %:  Percentage  of  the  total  sample  included  in  each  node, 
blank: Missing values 
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lowest  values  of  this  biochemical  parameter.  Figure  3  represents  the  tree  for 
transferrin,  illustrating  how  the  sample was  first  split  by  the  rs3811647  (TF)  in 
what seems to be a co‐dominant effect with a very high  level of significance. The 
group carrying GG of this SNP yielded the lowest value, while the AA of rs3811647 
and TT of 11089823 (TMPRSS6) yielded the highest. The decision tree for logMCV 
(Figure  1S)  shows  a  node  representing  GG  of  rs16826756  (chr  2) with  a  lower 
mean than the general sample mean (1.909fl. vs 1.932fl.). 
 
Fig.  3.  Decision  tree  built  for  Transferrin  as  dependant  variable  and  the  45  SNPs  as 
independent variables or factors. Gene location of SNPs showed in capital letters. P‐value: 
Significant  value  of  the  Chi‐Square  test  that  measures  how  well  a  SNP  splits  a  sample 
according to the genotypes, %: Percentage of the total sample included in each node. This 
parameter was analysed in 344 individuals, blank: Missing values 
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Association of SNPs with iron­clinical phenotypes 
The  SNPs  related  to  iron‐clinical  phenotypes  are  shown  in  Figure  4.  A 
variant  CT  of  rs1319441  (HBS1L­MYB)  increased  the  probability  of  belonging  to 
the anaemic group, in the same way as the variant GA of rs1800562 (HFE) did to 
the normal group. Therefore, the GA of rs1800562 almost doubled the proportion 
of the normal group in comparison with the general sample (36.0% vs 66.7%). On 
the opposite end of the distribution, the subsample with GG for rs1800562 (HFE) 
and  CT  for  rs1319441  (HBS1L­MYB)  more  than  doubled  the  proportion  of  the 
anaemic group compared with the general sample (58.3% vs 22.3%). 
 
Fig. 4. Decision  tree built  for  Iron‐clinical phenotypes as dependant variable and  the 45 
SNPs as independent variables or factors. Gene location of SNPs showed in capital letters. 
P‐value:  Significant  value  of  the  Chi‐Square  test  that measures  how well  a  SNP  splits  a 
sample  according  to  the  genotypes, %:  Percentage  of  the  total  sample  included  in  each 
node, blank: Missing values 
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Logistic regression revealed the SNP variant that modified the odds of being 
anaemic  (Table  2).  The  probability  of  being  anaemic  vs  deficient/normal  or  of 
being  anaemic/deficient  vs  normal  increased  for  AG  carriers  of  rs1868505 
(CACNA2D3)  by  1.690  times  and  by  3.067  times  in  CT  carriers  of  rs13194491 
(HIST1H2BJ). The GG genotype of rs48955441 (HBS1L­MYB) vs AA or AG had the 
highest protective effect  (0.067 and 0.070,  respectively). GA  in  rs1800562  (HFE) 
also decreased the risk of developing anaemia (0.169). This model with four SNPs 
correctly classified 46% of the individuals according to their phenotypes. Figure 5 
presents a graphical illustration of the predictions made by the model. Overall, the 
figure explains  the  increased or decreased risk of being  included  in a given  iron‐
clinical  group  in  relation  to  the  combined  genotypes.  For  instance,  the  sixth 
genotype  (AA‐GG‐AG‐CT)  was  the  one  that  predicted  the  highest  probability  of 
being anaemic and  the  lowest of being normal.  In  this example,  as we have seen 
from  other  results,  the  less  frequent  variants  of  rs4895441  (HBS1L­MYB) 
(heterozygous and homozygous) and rs1800562 (HFE) exerted a protective effect 
in relation to iron status, whereas the rare variants of rs1314491 (HIST1H2BJ) and 
rs1868505 (CACNA2D3) had a harmful effect. Therefore, when the normal variants 
of  the  first  two  SNPs  are  combined with  rare  variants  of  the  last  two  SNPs,  the 
probability of belonging to the anaemic group is the highest. This rationale is valid 
for the rest of the genotypes. 
Table 2.  Back‐step logistic regression model assuming iron‐clinical phenotypes as the 
dependant variable and the SNPs as the factors 
  df 
Coef. 
Wald Error 
Chi-
square p Comparison 
Odds 
Ratio CI 95% 
Intercept 1 1 -2.3127 0.4481 26.6380 <0.0001     
Intercept 2 1 -0.3949 0.4375 0.8148 0.3667     
rs4895441 GG 1 -1.7850     0.7190 6.1639 0.0130 GG vs AG 0.070       0.008     0.591
 AG 1 0.8724 0.3793 5.2905 0.0214 GG vs AA 0.067 0.008     0.560
       AG vs AA        0.961 0.624 1.480
rs1800562 GA 1 -0.8884 0.2712 10.7353 0.0011 GA vs GG 0.169 0.058 0.490
rs1868505 AG 1 0.2624 0.1228 45.690 0.0326 AG vs GG 1.690 1.045 2.735
rs13194491 CT 1 -0.5603 0.2409 54.117 0.0200 CT vs CC 3.067 1.193 7.884
Odds  ratios  inform  of  the  probability  of  disease:  being  anaemic  versus  deficient/normal  and 
anaemic/deficient versus normal. SNP is rs1868505 is assumed to have a dominant effect, thus, the 
five  AA  individuals  are  included  in  the  GA  group.    Location  of  the  SNPs:  HBS1L‐MYB,  HFE, 
CACNA2D3, HBS1L‐MYB respectively 
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Fig. 5. Probabilities of presenting certain iron‐clinical phenotypes regarding the combined 
genotypes  of  those  SNPs  significantly  included  in  the  back‐step  logistic  regression.  SNP 
rs1868505 is assumed to have a dominant effect, thus, the five AA individuals are included 
in  the  GA  group.  Location  of  the  SNPs:  HBS1L­MYB,  HFE,  CACNA2D3,  HBS1L­MYB, 
respectively 
 
4. Discussion 
The present study has provided new insights into the genetic regulation of 
iron metabolism by testing the association of 45 SNPs with biochemical and iron‐
related  parameters.  Besides  replicating  the  associations  in  our  sample,  we  have 
tested  some  of  them  for  the  first  time  with  iron‐clinical  phenotypes,  obtaining 
significant  results.  Fine  mapping  of  the  genetic  region  of  CACNA2D3,  where 
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rs1375515 is located, has revealed a possible direct route of entry for iron through 
voltage dependant calcium genes, according to the significant association observed 
with ferritin, serum iron and iron‐clinical phenotypes. Moreover, four SNPs explain 
a  significant  portion  of  the  genetic  variance  in  iron  status,  two  of  which  are 
protective  factors  (rs1800562 HFE,  rs4895441 HBS1L­MYB) while  the  other  two 
are risk factors (rs1314491 HIST1H2BJ, rs1868505 CACNA2D3). . 
Serum  transferrin  levels  correlate  inversely with  the other parameters,  as 
they  are modulated  according  to  the  organism’s  iron  needs  [45‐46].  Thus,  SNPs 
generally  present  opposite  effects  for  transferrin  versus  haemoglobin,  ferritin, 
serum iron or MCV. The exception to this is rs1799852, as it reduces the levels not 
only  of  transferrin  but  also  of  haemoglobin  and  haematocrit,  presumably  by 
hampering  normal  transferrin  activity  or  expression.  This  latter  SNP,  recently 
associated with iron status, together with rs3811647 and rs2280673, is situated in 
the  TF  gene  (chr  3),  influencing  the  levels  of  this  protein  [15‐47].  The  present 
study replicates all of these associations as previously reported elsewhere [18,48]. 
The rs12216125 (chr 6) shows a similar behaviour, negatively affecting transferrin 
and MCV. Ganesch et al.  found that  it was associated with MCV and haemoglobin 
[38],  while  Benyamin  et  al.  [15]  associated  it  with  transferrin  saturation.  The 
present results suggest a more direct association with transferrin than with MCV, 
although  the  mechanism  of  this  relationship  remains  unclear  since  this  SNP  is 
located in an intergenic region in 6p22.2. 
As  observed  elsewhere,  chromosome  6  seems  to  be  very  important  as 
regards  iron  parameters  [38,49],  since  the  most  significant  SNPs  found  in  this 
study were  located on  this  chromosome. SNP rs4895441  is one of  the  intergenic 
variants of HBS1L­MYB 6q23 that are associated with elevated foetal haemoglobin 
[38,41,50].  MYB  has  been  associated  with  the  proliferation,  survival  and 
differentiation of haematopoietic progenitor cells [38]. The rare variant of this SNP 
generates an increase in ferritin, serum iron and logMCV, which is consistent with 
previous findings [41]. This could explain why this SNP presents a protective effect 
regarding iron status, as reported elsewhere [51]. C282Y is a well‐known missense 
mutation  of  HFE  (rs1800562)  6p22.2,  responsible  for  hereditary 
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haemochromatosis when homozygous  [9].  Several GWAS report  this variant as  a 
key  regulator  in  erythrocyte  traits,  especially  haemoglobin  and  haematocrit 
[17,38,40,42,43,49,52]. As in our previous results [21], we show here that this SNP 
is a protective factor for iron status. Rare variants of SNP rs13194491 in 6p21.33  
behave  as  risk  factors  for  iron  status  [38,40].  Located  in HIST1H2BJ,  a  gene  that 
expresses H2B type 1‐J histone, its physiological implications are still unknown. 
Fine mapping of the region that encodes the subunit of a voltage dependant 
calcium channel CACNA2D3 (3p21.1) revealed several SNPs associated specifically 
with  ferritin  and  serum  iron.  This  region  is  associated with  levels  of  transferrin 
receptor  1  (TfR1)  [35].  CACNA2D3  presents  a  regulatory  function,  modulating 
calcium  current  density  and  activation/inactivation  of  the  kinetics  of  L‐type 
calcium channels  [53]. As  regards  the association  found between rs1375515 and 
MCV, in our previous study [21] we discussed the implication of calcium channels, 
giving  the  relationship  between  ionic  exchange,  erythrocyte  volume  and  iron 
pathologies  [54].  However,  the  present  data  suggest  a more  direct  relation with 
iron itself (see highly significant association of rs4974366 with serum iron). Along 
the same lines, several studies have reported voltage dependent calcium channels 
as  a  possible  direct  route  for  iron  uptake  in  cardiomyocytes  and  neuron  cells 
[30,31,55,56].  The  opposite  and  seemingly  independent  effects  found  for  these 
SNPs  and  their  LD  pattern  are  consistent  with  the  regulatory  function  of  the 
CACNA2D3  subunit and reinforce  its potential role as  iron pathway. For  instance, 
rs1375515  and  rs1868505  are  in  LD  (Table  2S)  and  decrease  the  levels  of 
haemoglobin and ferritin, whereas rs49743366 and rs1868498 increase the levels 
of  serum  iron  and  ferritin.  Ferritin  not  only  stores  intracellular  iron,  but  as 
demonstrated  in neuronal  cell  cultures,  it  can  act  as  an  extracellular  transporter 
and  could  be  involved  in  the  regulation  of  iron  uptake  independently  from 
transferrin [30]. This key protein is ubiquitously expressed and is up‐regulated by 
serum iron through an iron responsive element (IRE). In iron overload conditions, 
Fe2+ has been reported to compete with Ca2+ on its way through calcium channels 
to  the  cytoplasm,  causing  cardiomyopathies  or  neuronal  damage;  therefore, 
blocking these channels with specific drugs is common in iron overload treatments 
[57], and may produce anaemia [54]. Most previous studies proving these channels 
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as iron pathways have been carried out in thalassemic or iron overload conditions, 
cultured  cells  and mice models.  Conversely,  according  to  the present  results, we 
suggest  that  L‐type  calcium  channels  regulated  by  CACNA2D3  could  be  a  direct 
way  of  iron  uptake  in  non‐pathological  subjects,  via  a  possible  ferritin‐involved 
pathway,  since all  the SNPs  in CACNA2D3  are exclusively associated with  ferritin 
and serum iron. 
Numerous GWAS and other association studies have associated genetic loci 
with  haematological  traits,  but  very  few  have  associated  them  with  iron  status 
[20,49].  Here,  we  present  a  genetic  model  that  estimates  the  probabilities  of 
belonging  to  a  given  iron‐clinical  phenotype.  The  model  correctly  classified  a 
significant  proportion  of  individuals,  giving  the  heritability  range  values  of 
haemoglobin  and  ferritin:  0.34‐0.59  for  haemoglobin  and  0.20‐0.29  for  ferritin 
[12,13,58,59]. Moreover, the division of iron status into two categories instead of 
three,  following  WHO  criteria  [4],  could  improve  predictive  power,  as  could  a 
larger sample. 
In conclusion, this study replicates the association of SNPs with iron‐related 
traits,  and  provides  new  information  about  the  possible  mechanisms  of  these 
relationships.  Our  results  suggest  a  protective  effect  of  two  rare  variants:  the  A 
allele  of  rs1800562  in  HFE,  and  the  G  allele  of  rs4895441  in  HBS1L­MYB.  In 
contrast, the A allele of rs1868505 in CACNA2D3 and the T allele of rs13194491 in 
HIST1H2BJ increase the risk of being anaemic in reproductive age women. Finally, 
we propose L‐type calcium channels as a candidate pathway for direct iron uptake 
in  physiological  conditions.  This  hypothesis  should  be  further  investigated  in 
future expression, molecular, animal model or other studies. 
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Suplementary material  
 
 
 
Fig  1S.  Decission  tree  built  for  MCV(fl.)  as  dependent  variable  and  the  45  SNPs  as 
independent  variables  or  factors.  P‐value:  Significant  value  of  the  Chi‐Square  test  that 
measures how well a SNP splits a sample according to the genotypes, %: Percentage of the 
total  sample  included  in  each  node,  blank:  Missing  values
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Table 1S. Descriptive and linear regression for all the SNPs and biochemical parameters 
 
Reference SNPs Location  Parameter Model Effect p 
    chr gene     Genotype   
[49] rs2698530 2 _         
[38,42] rs10224002 7 PRKAG2     
[17,42,44] rs7385804 7 TFR2     
[17,38]  rs11065987 12 _         
[38,52] rs12435835 14 MAX         
[17,38]  rs11066301 12 PTPN11         
[38] rs17630235 12 TRAFD1         
[38,42] rs2782 22 NCAPH2         
[38,39] rs11089823 22 TMPRSS6 Haemoglobin Dom C/T-C/C 0.025 
        Haematocrit Dom C/T-C/C 0.018 
[38,43] rs2413450 22 TMPRSS6     
[49] rs987710 22     
[38,40] rs2274089 6 LRRC16     
[17,38] rs11970772 6 CCND3 Serum Iron Rec A/A 0.043 
[38,40] rs12216125 6 TRIM38 Transferrin Dom C/T-T/T <0.0001 
        logMCV Rec T/T 0.0094 
[38,40] rs13194491 6 HIST1H2BJ Haemoglobin   C/T 0.04 
    Haematocrit  C/T 0.036 
      Serum Iron C/T 0.024
[38,41,43,44] rs17342717 6 SLC17A1 Transferrin Dom C/T 0.011 
[38,39] rs198846 6 HIST1H1T  Transferrin Dom A/G-A/A 0.013 
[38,42] rs3184504 12 SH2B3 Haematocrit Dom C/T-T/T 0.034 
[38,41] rs4895441 6 HBS1L logFerritin  Rec G/G 0.0057 
    Serum Iron Dom A/G-G/G 0.016 
    Transferrin Rec G/G 0.032 
        logMCV Rec G/G 0.0053 
* rs9841318 3 CACNA2D3     
* rs9818236 3 CACNA2D3         
* rs9311528 3 CACNA2D3         
* rs7644514 3 CACNA2D3         
* rs7638271 3 CACNA2D3         
* rs6803199 3 CACNA2D3         
* rs6790309 3 CACNA2D3         
* rs4974369 3 CACNA2D3     
* rs13088989 3 CACNA2D3     
* rs1992964 3 CACNA2D3     
* rs1449330 3 CACNA2D3         
* rs13089763 3 CACNA2D3 logFerritin    C/G 0.03 
* rs1868498   CACNA2D3 logFerritin  Dom A/G-G/G 0.027 
        Serum Iron Rec G/G 0.0025 
* rs1868505 3 CACNA2D3 logFerritin  Dom A/G-A/A 0.049 
* rs4974366   CACNA2D3 logFerritin Dom C/T-T/T 0.038
      Serum Iron Rec T/T 0.0009
* rs7653648 3 CACNA2D3 logFerritin Dom C/G-G/G 0.03
[ ] Literature        
* Fine mapping       
§ Decaplex               
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Table 1S cont. Descriptive and linear regression for all the SNPs and biochemical 
parameters 
 
 
 
 
 
Reference SNPs Location  Parameter Model Effect p 
    chr gene Genotype   
§ rs855791 22 TMPRSS6 Transferrin Rec T/T 0.049 
§ rs1799852 3 TF Haemoglobin   C/T 0.019 
    Haematocrit  C/T 0.014 
        Transferrin   C/T 0.0004 
§ rs2280673 3 TF Transferrin Rec A/A 0.035 
§ rs1800562 6 HFE logFerritin    G/A 0.048 
        Transferrin   G/A 0.0025 
§ rs3811647 3 TF Transferrin Cod G/A <0.0001 
            A/A   
§ rs2673289 2 _ Haemoglobin Rec T/T 0.014 
    logFerritin  Rec T/T 0.033 
        Haematocrit Rec T/T 0.024 
§ rs1375515 3 CACNA2D3 Haemoglobin Rec G/G 0.046 
        logFerritin  Rec G/G 0.022 
§ rs1799945   HFE Transferrin Dom G/C-G/G 0.011 
§ rs16826756 2 _ logMCV Rec G/G 0.033 
[ ] Literature       
* Fine mapping       
§ Decaplex             
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Resumen 
Introducción:  De  acuerdo  con  la  organización  mundial  de  la  salud  (OMS),  el 
síndrome de la deficiencia de hierro presenta una alta prevalencia en la población 
mundial.  La  anemia  ferropénica  representa  un  subgrupo  de  este  síndrome.  Este 
desorden  parece  ser  de  herencia  compleja,  con  lo  que  se  espera  una  mayor 
prevalencia de mutaciones  en  la población afectada. Objetivo:  Este  trabajo  tiene 
por objeto determinar  las  frecuencias de  las mutaciones de proteínas  implicadas 
en el metabolismo del hierro, en un grupo de mujeres españolas clasificadas por su 
estado de hierro. Los genes considerados fueron la hepcidina (HAMP, tres exones), 
la transferrina (TF, exón 7) y el gen HFE (C282Y y H63D). Métodos: Se reclutó un 
grupo de 162 mujeres, de entre 18 y 45 años, no fumadoras, y con antecedentes de 
anemia  ferropénica.  En  estas  muestras  se  analizaron  parámetros  bioquímicos  y 
hematológicos  relacionados  con  el  metabolismo  del  hierro  y  se  clasificaron  las 
muestras  en  tres  grupos  de  acuerdo  a  los  valores  de  hemoglobina  (Hb,  g/dl)  y 
ferritina (Ft, μg/l): sanas (Hb ≥12, Ft ≥20), deficientes (Hb≥12 and Ft<20 ó Hb<12 
and  Ft≥20)  y  anémicas  (Hb  <12  and  Ft<20).  Se  secuenció  el  exón  7  de  la 
transferrina,  y  se  analizó  la  hepcidina  por  SSCP,  confirmándose  las  posibles 
mutaciones mediante  secuenciación.    Las mutaciones  del  gen  HFE  se  analizaron 
por  PCR‐RFLP.  Resultados:  Se  detectaron  nuevas  mutaciones  en  el  gen  de  la 
hepcidina y la transferrina en mujeres sanas y con deficiencia. Sólo se detectaron 
en  homocigosis  las  mutaciones  L247L  (TF)  y  H63D  (HFE).  Conclusión:  Las 
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regiones  exónicas  de  HAMP,  TF  (exón  7)  y  HFE  parecen  muy  conservadas  en 
humanos aunque se pueden encontrar algunas mutaciones.  
 
Abstract 
Background:  According  to  WHO,  syndrome  of  iron  deficiency  reaches  high 
prevalence  worldwide,  mainly  women.  A  subgroup  of  this  syndrome  comprises 
those  persons  with  anaemia.  This  disorder  is  thought  to  be  linked  to  multiple 
genetic  polymorphysms.  Thus,  individuals  with  iron  deficiency  are  supposed  to 
have a higher prevalence of mutations  in genes  involved in  iron metabolism. The 
detection  of  some  of  these  polymorphisms,  their  linkage  and  the  distribution  of 
frequencies is here adressed. Aim: In this work, we determine genetic frequencies 
of  mutations  in  genes  of  proteins  implicated  in  iron metabolism  in  a  sample  of 
women.  Genes  considered were HAMP  (hepcidin,  3  exons),  TF  (transferrin,  only 
exon 7) and HFE  (C282Y and H63D). Description of new haplotypes was  carried 
out.  Methods:  A  group  of  162,  18‐45  years  old,  Spanish,  non‐smoking, 
menstruating  women  who  had  suffered  from  iron  deficiency  anemia  or  had  a 
family  history  of  anemia,  were  recruited.  In  these  subjects,  hematological  and 
biochemical  parameters  related  to  iron  metabolism  were  determined.  Samples 
were classified into three groups attending to Hb (g/dl) and Ft (μg/l): healthy (Hb 
≥12, Ft ≥20), deficient (Hb≥12 and Ft<20 or Hb<12 and Ft≥20) and anaemic (Hb 
<12 and Ft<20). DNA sequencing was carried out in TF gene (exon 7). HAMP gene 
(all  exons)  was  screened  through  SSCP  and  mutants  were  confirmed  through 
sequencing. HFE mutations were determined by a PCR‐RFLP assay. Results: New 
mutations appeared in HAMP and TF genes in healthy and iron deficiency women. 
Only  mutations  L247L  (TF)  and  H63D  (HFE)  were  detected  in  homocygosis. 
Genetic  frequencies were  reported  for  all  the mutations  studied  in  the 3  groups. 
Conclusion:  Sequences  of  HAMP,  TF  (exon  7)  and  HFE  seem  to  be  highly 
conserved in humans, though some mutations can be observed. 
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Introduction 
According  to  WHO,  syndrome  of  iron  deficiency  (ID)  reaches  high 
prevalence  worldwide,  mainly  women.  A  subgroup  of  this  syndrome  comprises 
those  persons  with  anaemia.  This  disorder  is  thought  to  be  linked  to  multiple 
genetic polymorphysms of proteins involved (Figure 1). The aim of this work is to 
determine genetic frequencies of mutations in genes of proteins implicated in iron 
metabolism  in  a  sample  of  women.  Genes  considered  were  HAMP  (hepcidin,  3 
exons), TF (transferrin, only exon 7) and HFE (C282Y and H63D).  
 
 
Figure 1. Iron regulatory loop (Camaschella, 2005) 
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Samples and Methods 
A  group  of  162,  18‐45  years  old,  Spanish,  non‐smoking,  menstruating 
women  who  had  suffered  from  iron  deficiency  anemia  were  recruited. 
Hematological  and  biochemical  parameters  related  to  ID  were  determined. 
Samples  were  classified  into  3  groups  attending  to  Hb  (g/dl)  and  Ft  (μg/l) 
(Table1).  DNA  sequencing  was  carried  out  in  TF  gene  (exon  7)  (Beutler  et  al., 
2001),  HAMP  gene  (all  exons)  was  screened  through  SSCP  in  ALF  and  mutants 
were confirmed through sequencing (Zaahl et al., 2004) and HFE mutations were 
determined  by  a  PCR‐RFLP  assay  (Álvarez  et  al.,  2001).  Statistical  analysis 
according  to  a  trinomial  model  was  carried  out  in  Non  ID,  ID  and  IDA  pooling 
together  genotypes  with  n>10,  5<n<10  and  n<5.    Genotype  distribution  within 
each phenotypic class is shown in Figure 2. 
 
Table 1. Classification of women according to Hemoglobin (Hb) and Ferritin (Ft) levels 
 
  Hb  Ft 
Non deficiency (Non ID)  ≥ 12 g/dL  ≥ 20 µg/L 
Iron deficiency   > 12 g/dL  < 20 µg/L 
(ID)  < 12 g/dL  > 20 µg/L 
Anaemic (IDA)  < 12 g/dL  < 20 µg/L 
 
 MUTATIONS IMPLICATED IN IRON DEFICIENCY 
 
  167
 
Figure 2. Percentage of genotypes within each group 
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Results and discussion 
Phenotypic classes have a variable iron status (see Table 2). New mutations 
appeared  in  HAMP  and  TF  genes  in  healthy  and  iron  deficiency  women.  G277S 
mutation in exon 7 (nt 829) of  the TF gene is  the only polymorphysm associated 
with  iron  deficiency  anaemia  although  the  results  are  controversial  (Lee  et  al, 
2001;  Aisen,  2003;  Delanhe  et  al.,  2005).  Sixteen  G277S  heterocygous  were 
obtained, not showing a higher prevalence of iron deficiency or anaemia compared 
to wild‐type. Silent L247L mutation in exon 7 (nt 739) was associated to G277S in 
all G277S hetereocygous subjects and in one case another silent mutation, H268H 
(nt  804),  was  also  present.  Trinomial  statistics  over  the  3  phenotypic  classes 
considered (Non  ID,  ID,  IDA) yielded no significant P‐values. Although genotypes 
do  not  explain  phenotypes  (Table  3,  Figure  2),  unfrequent  combination  of 
mutations  pooled  into  class  3  (n<5)  yielded  a  P‐value  0.100727.  This  value  is 
unusually low for such a small sample size and might suggest that the analysis of 
more  variables  can  be  helpful  in  ID  prediction.  Thus,  further  sequencing  of 
multiple genes can be the most practical strategy for ID prediction. 
 
 
Table 2. Hematological and biochemical parameters 
Iron 
Status n 
Hb 
(g/dL) 
Ft 
(µg/L) 
TIBC 
(µmol/L) 
Tf S 
(%) 
Hct 
(%) 
MCV 
(fL) 
Non-ID 63 13.5±0.8 37.0 (36-50) 70±10 13±11 40±2 89±4 
ID 77 13.3±0.7 11.5 (11-16) 79±12 20±12 40±2 88±4 
IDA 22 11.3±0.5 6.2 (5.5-10) 82±13 36±20 35±1 83±7 
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Table 3. Genotypes according to clinical parameters (black: homocygote normal, 
red: heterocygote, blue: homocygote mutant) 
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GEN HFE TF HAMP 
aa 282 63 739 804 829 7 Non ID ID IDA TOTAL 
1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 30 (18,52%) 32 (19,75%) 6 (3,70%) 67 (41,36%) 
2 -/- -/- -/- -/- -/- +/- 0 1 (0,62%) 1 (0,62%) 2 (1,23%) 
3 -/- -/- +/- -/- -/- -/- 8 (4,94%) 3 (1,85%) 1 (0,62%) 12 (7,41%) 
4 -/- -/- +/- +/- -/- -/- 0 1 (0,62%) 0 1 (0,62%) 
5 -/- -/- +/- +/- +/- -/- 1 (0,62%) 0 0 1 (0,62%) 
6 -/- -/- +/- -/- +/- -/- 2 (1,23%) 6 (3,70%) 0 8 (4,94%) 
7 -/- -/- +/+ -/- -/- -/- 0 0 1 (0,62%) 1 (0,62%) 
8 -/- -/- +/+ -/- +/- -/- 0 1 (0,62%) 1 (0,62%) 2 (1,23%) 
9 -/- +/- -/- -/- -/- -/- 9 (5,55%) 24 (14,81%) 7 (4,32%) 40 (24,69%) 
10 -/- +/- +/- -/- -/- -/- 3 (1,85%) 3 (1,85%) 2 (1,23%) 8 (4,94%) 
11 -/- +/- +/- -/- +/- -/- 2 (1,23%) 1 (0,62%) 1 (0,62%) 4 (2,47%) 
12 -/- +/+ -/- -/- -/- -/- 3 (1,85%) 3 (1,85%) 0 6 (3,70%) 
13 -/- +/+ +/- -/- +/- -/- 0 0 1 (0,62%) 1 (0,62%) 
14 +/- -/- -/- -/- -/- -/- 4 (2,47%) 2 (1,23%) 0 6 (3,70%) 
15 +/- -/- +/- -/- -/- -/- 0 0 1 (0,62%) 1 (0,62%) 
16 +/- -/- -/- +/- -/- -/- 1 (0,62%) 0 0 1 (0,62%) 
       63 (38,89%) 77 (47,53%) 22 (13,58%) 162 
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Discusión 
El trabajo de investigación desarrollado en esta tesis doctoral ha permitido 
profundizar en el conocimiento de la asociación entre marcadores genéticos y los 
trastornos  del  metabolismo  del  hierro.  En  concreto,  se  ha  estudiado  la  anemia 
ferropénica  y  se  incluye  también  un  trabajo  sobre  la  hemocromatosis,  dos 
trastornos  metabólicos  relacionados  con  la  deficiencia  y  el  exceso  de  hierro, 
respectivamente.  
En este sentido, en primer lugar se diseñó una herramienta de genotipado 
(reacción de mini‐secuenciación SNaPshot), para replicar en población española la 
asociación  entre  marcadores  genéticos  procedentes  de  la  literatura  (SNPs)  y 
parámetros  bioquímicos  relacionados  con  el  metabolismo  del  hierro 
(hemoglobina,  ferritina,  transferrina, volumen corpuscular medio, hierro sérico y 
el receptor 1 de la transferrina).  
Desde  una  perspectiva  poblacional,  se  comparó  la  distribución  alélica  de 
estos  SNPs  relacionados  con  la  regulación  del  hierro  y  sus  estados  patológicos 
(hemocromatosis  y  anemia  ferropénica),  en  población  española  y  europea.  Este 
enfoque poblacional no sólo proporciona información valiosa genético poblacional 
sino que abunda en la validez de estos marcadores con posible utilidad clínica. 
Finalmente, en un contexto más clínico se estudió una muestra de mujeres 
en edad fértil, para profundizar en  la asociación de  los marcadores genéticos con 
los  parámetros  bioquímicos  relacionados  con  los  fenotipos  clínicos  de  la  anemia 
ferropénica  (anémico,  deficiente  y  normal).  De  esta  forma,  se  identificaron  SNPs 
que  influyen significativamente en el desarrollo de  la anemia  ferropénica,  siendo 
algunos factores de riesgo y otros factores de protección. 
A continuación, en el apartado 5.1, se procede a discutir los resultados más 
relevantes  de  esta  tesis  doctoral  en  función  a  los  objetivos  planteados.  Para 
finalizar la discusión, en el apartado 5.2 se tratarán cuestiones que no responden 
directamente  a  los  objetivos  de  la  presente  tesis  pero  que  están  relacionadas 
transversalmente con los trabajos incluidos. 
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5.1. Discusión por objetivos 
Objetivo 1. Diseñar  y  valorar una herramienta de  genotipado  (reacción de 
mini­secuenciación SNaPshot), para replicar la asociación entre marcadores 
genéticos  y  parámetros  bioquímicos  relacionados  con  el metabolismo  del 
hierro 
Para  la  obtención  de  datos  experimentales  de  la  presente  tesis  doctoral, 
especialmente  en  relación  a  la  ferropenia,  se  desarrolló  una  herramienta  de 
genotipado  simple  y  robusta  para  analizar  de  forma  simultánea  10  marcadores 
SNP, que presentaban alta heterocigosidad en poblaciones europeas. En el artículo 
2.1  se  muestra  el  proceso  de  diseño  y  optimización  de  la  herramienta.  Esta 
reacción  multiplex  de  minisecuenciación  se  empleó  posteriormente  en  los 
artículos 3.1, 4.1, 4.2, comprobándose la utilidad de la misma.  
La  reacción  de  minisecuenciación  SNaPshot  consta  de  una  primera  PCR 
donde  se  amplifican  los  fragmentos  en  los  que  están  incluidos  los  SNPs  que  se 
quieren  analizar  (primera  fase).  Sobre  estos  fragmentos  se  lleva  a  cabo  la 
minisecuenciación  propiamente  dicha  (segunda  fase),  en  la  que  unos 
oligonucleótidos  funcionan  a  modo  de  sondas  uniéndose  a  la  parte 
inmediatamente  anterior  al  SNP  que  se  quiere  analizar  (Sobrino  y  Carracedo, 
2009). Por  lo  tanto  la optimización de  la  técnica se basa en desarrollar de  forma 
equilibrada  una  primera  PCR  multiplex,  en  diseñar  una  reacción  de 
minisecuenciación eficiente y finalmente en un exhaustivo trabajo de acoplamiento 
entre  las dos  fases. Durante  la optimización de  la  técnica se probaron cantidades 
variables de ADN (desde 400 a 2ng/ml). Los resultados con poca cantidad de ADN 
fueron consistentes y con picos de una altura suficiente para el umbral de calidad 
que  se  había  fijado  (picos  con  una  altura  mayor  de  200  RFUs  o  unidades  de 
fluorescencia  relativa).  La  capacidad  de  obtener  buenos  resultados  con 
concentraciones variables nos permite genotipar muestras sin que sea necesario la 
cuantificación  del  ADN,  lo  que  ahorra  un  tiempo  considerable  en  el  proceso 
completo  de  análisis  (Budowle  et  al.  2008).  Se  minimizó  la  presencia  de  alelos 
inespecíficos  y  se  obtuvo  un  electroferograma  equilibrado,  probando  distintas 
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concentraciones de oligonucleótidos y diferentes  temperaturas de anillamiento y 
de ciclos de la primera PCR multiplex. El  incremento en el número de ciclos en la 
PCR fue la modificación que mejores resultados generó de cara a eliminar los picos 
inespecíficos. Los amplicones de la PCR fueron equilibrados para obtener un buen 
resultado  en  la  minisecuenciación.  También  para  la  reacción  de  SNaPshot  fue 
necesario experimentar con varias concentraciones de sondas con el fin de obtener 
unos picos equilibrados. La cola poli‐GACT en 5’  resultó ser más estable para  las 
extensiones  más  grandes  de  las  sondas.  Como  era  de  esperar,  los  tamaños 
detectados  por  el  secuenciador  automático  variaron  respecto  del  tamaño  real 
(Filipini  et  al.  2007).  Estas  diferencias  se  deben  principalmente  al  tamaño  del 
fragmento  y  al  flourocromo  empleado  para  marcar  las  sondas  (o  primer  de 
extensión)  (Budowle  et  al.  2008).  Debido  a  estas  fluctuaciones,  que  pueden 
comprometer  un  genotipado  correcto  (López‐Parra  et  al.  2013),  las  sondas  se 
diseñaron  para  tener  al  menos  5  nucleótidos  de  diferencia  en  el  tamaño  de  los  
fragmentos analizados, a  fin de evitar solapamientos. Para comprobar  la correcta 
asignación alélica se secuenciaron los amplicones de la primera PCR. En todos los 
casos  hubo  concordancia  en  la  asignación  entre  secuenciación  y  el  SNaPshot. 
Además,  el  SNP  rs1375515  se  tipó  de  nuevo  con  la  plataforma  Sequenom  del 
CEGEN (Centro Nacional de Genotipado), no hallándose ninguna inconsistencia. La 
intensidad  de  los  diferentes  fluorocromos  también  varió  aún  después  de  la 
corrección  realizada mediante  la matriz de  colores,  pero no  fue un  impedimento 
para equilibrar el perfil genético. 
Por  otro  lado,  todos  los  SNPs  empleados  se  encontraban  en  equilibrio 
Hardy‐Weinberg  aún  cuando  se  analizaban  en  los  tres  grupos  fenotípicos  por 
separado. Este test se ha recomendado como una medida de calidad en el contexto 
de los estudios de asociación, lo cual se debe a que aquellos SNPs que se alejen del 
equilibrio  podrían  estar  mal  tipados  o  podrían  ser  objeto  de  presión  selectiva 
(Wittke‐Thompson  et  al.  2005).  Otra  medida  para  asegurar  la  calidad  de  los 
resultados  es  suprimir del  análisis  aquellos marcadores que  tengan un  alelo  con 
una  frecuencia  inferior  a  0,01  (variable  no  polimórfica).  En  esta  reacción  de 
SNaPshot todos los marcadores resultaron ser polimórficos (SNPs). Los resultados 
mostraron,  además,  gran  heterocigosidad media  en  los  grupos  fenotípicos  y  una 
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alta heterocigosidad para cada uno de los SNPs, salvo para los casos de rs1799852 
y rs1800562, en los que no se observaron homocigotos mutantes. 
Como forma preliminar de valorar la utilidad de los SNPs seleccionados, se 
planteó  la comparación de  frecuencias de  los mismos entre  los diferentes grupos 
fenotípicos  de  la  anemia  ferropénica  (normal,  deficiente  y  anémico).  Así,  se 
observaron diferencias significativas en las frecuencias genotípicas al comparar los 
grupos anémico y control, especialmente para  los SNPs rs1375515, rs3811647, y 
rs2280673.  Además  el  rs1800562,  aún  siendo  el  marcador  con  menos 
heterocigosidad,  fue  capaz  también  de  diferenciar  entre  los  grupos  normal  y 
anémico.  La  frecuencia  más  alta  para  el  genotipo  AA  del  SNP  rs2280673  en  el 
grupo  sano  se  reduce  de  forma  marcada  en  el  grupo  de  deficiencia  de  hierro, 
alcanzando el valor más bajo en el grupo de las anémicas. Lo contrario ocurre con 
el genotipo AA del SNP rs3811647 (homocigoto mutante) que aumenta en el grupo 
anémico. En el caso de rs1375515, seleccionado a partir de una región que mostró 
una  señal  de  ligamiento  con  los  niveles  del  receptor  1  de  la  transferrina  en  el 
estudio  de  Remacha  et  al.  (2006),  se  aprecia  que  el  homocigoto  mutante  se 
distribuye preferentemente en el grupo de anémicas. Sin embargo las diferencias 
sólo  fueron  significativas  al  comparar  el  grupo  anémico  frente  a  los  otros  dos 
(posible efecto recesivo). Este SNP (rs1375515) parecía ser el más informativo al 
discriminar  entre  el  grupo  normal  y  el  anémico.  En  relación  al  rs1800562  se 
aprecia  cómo  el  alelo  que  representa  la  mutación  C282Y,  es  más  frecuente  en 
normales que en el resto de los grupos. Este resultado es el esperado teniendo en 
cuenta  que  esta  mutación  en  homocigosis  presenta  un  riesgo  muy  elevado  de 
generar hemocromatosis y por tanto se asocia a mayores niveles de hierro (Feder 
et  al.  1996).  Estos  SNPs  se  discutirán  en  mayor  profundidad  en  los  apartados 
relacionados con los objetivos 4, 5 y 6. El resto de SNPs no mostraron diferencias 
significativas en sus distribuciones genotípicas en función de los grupos.  Se pensó, 
en un principio, que esto  se podía deber a una falta de asociación entre estos SNPs 
y el desarrollo de la anemia, o también a que los límites definidos para los grupos 
fenotípicos  no  fueran  los  adecuados  (Salas  y  Carracedo  2007).  Sin  embargo,  los 
resultados  de  los  artículos  4.1  y  4.2  así  como  otros  trabajos  (Blanco‐Rojo  et  al. 
2011), confirmaron la relación entre la práctica mayoría de los SNPs del SNaPshot 
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y ciertos parámetros bioquímicos relacionados con el metabolismo del hierro (ver 
apartados de discusión por objetivos 4, 5 y 6). 
Desde  el  punto  de  vista  metodológico,  podemos  afirmar  que  esta 
herramienta  es  sencilla  de  aplicar,  posee  buena  capacidad  de  detección  y  es 
económica  en  relación  a  otros  métodos  de  genotipado.  La  reacción  de 
minisecuenciación se emplea desde la década de los 90 (Sokolov 1990), pero el uso 
del  genotipado  por  SNaPshot  se  extendió  a  partir  de  los  años  2000.  Desde 
entonces, es una herramienta que ha demostrado ser útil para analizar mutaciones 
con diferentes propósitos ya sean, clínicos (Bustamante‐Aragonés et al. 2008), de 
identificación  forense,  para  aplicaciones  en  farmacogenética  (López‐Parra  et  al. 
2013),  para  predicción  de  caracteres  fenotípicos  visibles  (Söchtig  et  al.  2015)  y 
otros.  En  coherencia  con  nuestros  resultados,  se  puede  afirmar  que,  a  pesar  de 
convivir con otras técnicas masivas de análisis, el SNaPshot, no ha perdido vigencia 
pues  su  idoneidad  radica  en  ciertas  ventajas  y  en  un  empleo  en  circunstancias 
concretas:  el  análisis  de  un  número  reducido  de  SNPs  ya  validados  o  con  valor 
diagnóstico.  Entre  las  ventajas  específicas  de  este  SNaPshot,  se  pueden  citar:  un 
coste estimado por muestra de 20 euros frente a los 130 euros de TaqMan ®, otra 
técnica  muy  empleada  a  la  hora  de  tipar  un  número  reducido  de  SNPs  (López‐
Parra  et  al.  2013),  un  tiempo  de  análisis  corto  (menos  de  48  horas  desde  la 
recepción de las muestras) y una tasa de error despreciable.    
Finalmente,  a  tenor de  los  resultados  generados por  este SNaPshot  en  los 
artículos 2.1,  3.1,  4.1  y 4.2,  se  tiene una  visión  global  a  posteriori del  éxito  y  las 
limitaciones de la selección de SNPs empleada. El SNaPshot ha demostrado ser útil 
en  cuanto  aporta  información  relevante  en  relación  a  la  base  genética  de  los 
trastornos del metabolismo del hierro. Así, en el conjunto de los artículos 2.1, 3.1, 
4.1  y  4.2  en  los  que  se  emplea  esta  técnica,  se  demuestra  como  todos  los  SNPs, 
salvo  el  rs4820268,  se  asocian  significativamente  con  al  menos  uno  de  los 
parámetros hematológicos y bioquímicos estudiados. De tal forma que hemos sido 
capaces  de  replicar  la  asociación  de  marcadores  obtenidos  de  otros  estudios 
(Remacha  et  al.  2006,  Benyamin  et  al.  2009a  y  2009b,  Chambers  et  al.  2009, 
Ganesh  et  al.  2009,  Soranzo  et  al.  2009,  Lo  et  al.  2011,  Benyamin  et  al.  2014),  y 
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además  nos  ha  permitido  descubrir  un  nuevo  SNP  (rs1375515)  con  especial 
relevancia en el metabolismo del hierro, como se verá en los siguientes apartados. 
En  el  artículo  4.2  se  muestra  como  otros  SNPs  complementan  la  información 
obtenida a partir del decaplex. No se descarta, por tanto, la posibilidad de modificar 
la  reacción para aumentar el número de SNPs y eliminar aquellos que no  tengan 
especial relevancia o cuya información resulte redundante.  
 
Objetivo  2.  Comparar  la  variabilidad  de  los  marcadores  incluidos  en  el 
SNaPshot  entre  población  española  y  otras  caucásicas.  Estudiar  su  posible 
estructura  poblacional,  con  el  fin  de  valorar  la  utilidad  clínica  de  estas 
variantes 
La  consecución  de  este  objetivo,  se  ve  reflejada  preferentemente  en  los 
artículos  2.1  y  3.1.  La  subestructuración  de  una  población,  en  relación  a  ciertos 
marcadores, es uno de  los motivos por  los que se pueden encontrar asociaciones 
espurias entre estos marcadores y un fenotipo determinado (Balding 2006, Salas y 
Carracedo  et  al.  2007).  Además,  con  el  fin  de  estimar  la  validez  en  nuestra 
población,  de  los  datos  obtenidos  del  proyecto HapMap,  se  comparó  la muestra 
estudiada en esta  tesis doctoral con  la de otras poblaciones europeas.   Los datos 
que se obtuvieron del proyecto HapMap (valores de LD, información sobre bloques 
de  haplotipos,  etc.),  fueron  claves  para  desarrollar  los  análisis  publicados  en  los 
artículos 4.1 y 4.2.   
Las  frecuencias  de  los  genotipos  de  los  tres  grupos  fenotípicos  fueron 
comparadas locus por locus con los genotipos obtenidos de la población de origen 
europeo (colección CEPH), incluida en la base de datos del Proyecto International 
HapMap (International HapMap Consortium 2003). De forma general, los SNPs que 
se  eligieron  son  variantes  comunes  en  poblaciones  europeas  aunque  hay  ciertas 
excepciones.  El  SNP  rs2673289,  mostró  diferencias  significativas  entre  mujeres 
sanas  y  los  datos  del  HapMap.  Este  resultado  podía  ser  un  efecto  poblacional, 
siendo  las  frecuencias de este SNP  típicas de población española. Para confirmar 
esta hipótesis habría que ampliar el estudio a otras poblaciones ibéricas. Además la 
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colección  CEPH  se  compone  de  hombres  y mujeres  residentes  en  Utah  (Estados 
Unidos), por tanto, no se puede descartar la segregación sexual de las frecuencias 
de este SNP ya que sólo se estudiaron mujeres. En cualquier caso esta diferencia no 
justificaría eliminar este SNP del SNaPshot, porque no se vería afectada su validez 
para población española. Además la comparación entre individuos no anémicos de 
la muestra e individuos no anémicos de la colección CEPH no pudo realizarse.  
Las diferencias estadísticamente significativas de otros SNPs en los grupos 
deficientes y/o anémicos eran esperables ya que se eligieron precisamente por ser 
marcadores  con  un  posible  efecto  en  el  estado  del  hierro  y  en  parámetros 
relacionados. Este es el caso del rs1375515, que presenta diferencias significativas 
entre el grupo anémico y los datos de HapMap. Como se tratará en los apartados de 
la discusión por objetivos 4 y 6,  la variante menos  frecuente de este SNP y otros 
SNPs  de  la  misma  región  cromosómica,  se  relacionan  con  mayor  riesgo  de 
pertenecer al grupo anémico. Esto explica que en el grupo anémico, estas variantes 
presentan frecuencias más altas que en la población europea del HapMap (CEPH) 
comparada.  Este  tag‐SNP  se  seleccionó  de  una  región  que  mostró  una  señal  de 
ligamiento  con  los  niveles  del  receptor  1  soluble  de  la  transferrina  en población 
española  (Remacha  et  al.  2006).  Este  estudio  se  enmarcaba  en  el  proyecto GAIT 
Genetic  Analysis  of  Idiopathic  Thrombophilia  (Souto  et  al.  2003)  y  se  discute  la 
posible relación entre la enfermedad tromboembólica y la anemia ferropénica en el 
apartado del objetivo 4. También rs1800562 presentaba diferencias significativas 
entre el grupo deficiente y  la población comparada de HapMap  (CEPH). Con todo 
ello se confirma la eficiencia de estos SNPs,  discriminando los diferentes grupos en 
relación a  los  fenotipos del estado del hierro en población europea. A  la hora de 
testar  la  posible  subestructuración  de  la  muestra,  no  se  observaron  distancias 
genéticas (FST) significativas para los SNPs analizados entre los 3 grupos y/o entre 
las  diferentes  poblaciones  caucasoides  disponibles.  Por  lo  tanto  no  se  observa 
estratificación poblacional para estos marcadores ni en población caucasoide ni en 
la muestra española estudiada. 
En  resumen,  a  tenor  de  las  diferentes  distribuciones  genotípicas 
encontradas  entre  los  grupos  y  de  la  falta  de  estratificación  poblacional,  el 
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conjunto de SNPs, analizados mediante SNaPshot, se considera válido no solo para 
replicar  los  resultados  significativos  encontrados  en  los  estudios  de  asociación 
genética relacionados con el metabolismo del hierro, sino también para encontrar 
nuevas asociaciones mediante SNPs no descritos con anterioridad. 
 
Objetivo 3. Buscar variantes en los genes candidato del exceso de hierro y/o 
hemocromatosis  (hepcidina  y  hemojuvelina)  en  individuos  con  diferentes 
genotipos para el gen HFE. Comparar su distribución alélica con  la de otras 
poblaciones 
Para dar respuesta a este objetivo en el artículo 3.2 se estudió una cohorte 
de 116 pacientes con sobrecarga de hierro agrupados de acuerdo a  los genotipos 
de HFE. Se analizó en todas las muestras la región exónica del gen de la hepcidina 
(HAMP) y en dos grupos (sin mutaciones y con dobles heterocigotos C282Y/H63D) 
se  secuenciaron  los  exones  del  gen  de  la  hemojuvelina  (HJV).  Se  analizaron 
también  varios  parámetros  bioquímicos  (hemoglobina,  ferritina,  volumen 
corpuscular medio, transferrina y la saturación de la transferrina). No se encontró 
ninguna mutación en los exones de los genes estudiados (HJV, HAMP) y tampoco se 
hallaron diferencias significativas en  los valores de  los parámetros en  función de 
los distintos grupos según el genotipo de HFE. Estos resultados son  llamativos si 
tenemos  en  cuenta  que  las  mutaciones  en  HFE  son  la  causa  más  frecuente 
(aproximadamente  80‐90%) de  la  sobrecarga  de  hierro  en  población  caucasoide 
(Feder  et  al.  1996, Niederau 2010).  Este hecho  apoya  la posibilidad de que  sean 
otros  factores  genéticos,  no  incluidos  en  HJV  y  HAMP,  los  causantes  de  la 
sobrecarga,  especialmente  en  el  grupo  sin  C282Y  y  en  el  grupo  sin mutaciones. 
Cabe  destacar  a  este  respecto,  que  30  individuos  (25,9%  de  la  cohorte)  no 
presentaban  ninguna  mutación  para  cualquiera  de  los  genes  estudiados.  Estos 
hallazgos sugieren que  la hepcidina y  la hemojuvelina están muy conservadas, al 
menos  en  las  regiones  exónicas,  y  que  sus  variantes  son  raras  en  poblaciones 
españolas, como ya ha sido señalado por otros autores, en individuos homocigotos 
para C282Y (Altès et al. 2009) y por nuestro propio grupo de investigación (Sarriá 
et  al.  2007,  Navas‐Carretero  et  al.  2008,  González  et  al.  2008).  Además  los 
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resultados parecen indicar que las regiones exónicas de HJV y HAMP no explican ni 
la diferente penetrancia de la hemocromatosis ligada a HFE, ni la etiología de otros 
tipos de sobrecarga de hierro.  
La regulación de la mayoría de las rutas metabólicas del hierro se encuentra 
mediada en algún punto por la hepcidina (Abbaspour et al. 2014). Por su parte, la 
hemojuvelina ha sido descrita como un regulador clave de los niveles de hepcidina 
(Zhang  2010).  De  esto  se  infiere  que  el  papel  fundamental  que  juegan  ambas 
proteínas haría que la presión selectiva actuara sobre ellas de modo que resultaran 
muy  conservadas  en  términos  evolutivos.  Una  revisión  de  la  literatura  confirma 
este  razonamiento,  ya  que  la  mayoría  mutaciones  halladas  se  encuentran 
restringidas  a  determinadas  familias  (artículo  3.2).  En  esta  línea,  podemos 
observar  que  existe  muy  poca  información,  a  nivel  poblacional,  de  frecuencias 
alélicas  para  estas  mutaciones.  La  mutación  A197G  en  la  hemojuvelina  es 
relativamente  frecuente,  sin  embargo,  su  implicación  en  la  etiología  de  la 
sobrecarga de hierro se encuentra bajo discusión. De cualquier manera, no se debe 
descartar que otras mutaciones en regiones no codificantes de estos genes sean la 
verdadera causa de este trastorno (Bayele et al. 2006, Bayele y Srai 2009, Island et 
al.  2009),  y  que  marcadores  localizados  en  otros  genes  como  la  transferrina 
modifiquen su gravedad (de Tayrac et al. 2015).  
Se  cree  que  el  origen  de  la mutación  C282Y  se  encuentra  en  poblaciones 
celtas (Merryweather‐Clarke et al. 2003), lo que se infiere por su mayor frecuencia 
en  poblaciones  del  norte  de  Europa  y  por  la  clina  descendente  del  noroeste  al 
sureste  de  Europa  (Campbell  et  al.  2003,  Merryweather‐Clarke  et  al.  2003). 
Concretamente en España, este patrón se mantiene al descender las frecuencias de 
norte a sur (Álvarez et al. 2001, Ropero‐Gradilla et al. 2005). Así pues, tal y como 
demuestran nuestros datos, es esperable una mayor proporción de sobrecarga de 
hierro no  ligada  a HFE  en poblaciones del  sur de Europa. Asimismo, Radio  et  al. 
(2014) encontraron una proporción significativamente alta de hemocromatosis no 
ligada a HFE en una cohorte italiana. En ese caso se hallaron varias mutaciones en 
TfR2 (receptor 2 de la transferrina).  
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En  resumen,  se  puede  afirmar  que  las  regiones  exónicas  de HJV  y HAMP 
raramente se encuentran involucradas en sobrecarga de hierro no ligada a HFE, y 
refuerzan la idea de que estas mutaciones son en su mayoría raras o exclusivas de 
una familia. Además, se confirma la menor prevalencia de sobrecarga de hierro y 
hemocromatosis  ligada a HFE en poblaciones mediterráneas. Esto hace necesario 
estudiar en profundidad, empleando muestras de mayor tamaño, el origen de este 
desorden metabólico, especialmente en poblaciones con menor frecuencia de estas 
mutaciones, como la española. 
 
Objetivo  4.  Establecer  asociaciones  entre  marcadores  genéticos  y 
parámetros bioquímicos  y hematológicos  relacionados  con  el metabolismo 
del hierro 
Uno de  los  objetivos  generales  de  la  presente  tesis  doctoral  es  identificar 
marcadores  genéticos  relacionados  con  la  anemia  ferropénica.  Este  objetivo  se 
aborda  de  una  forma  indirecta,  al  tratar  de  buscar  asociaciones  entre  los 
marcadores  y  parámetros  bioquímicos  del  metabolismo  del  hierro  y,  de  forma 
directa,  al  relacionar  estos  marcadores  con  los  fenotipos  clínicos  de  la  anemia.  
Estos objetivos se discuten en este apartado y en la discusión del objetivo 6, y se 
corresponden  con  los  resultados  obtenidos  en  los  artículos  4.1  y  4.2.  En  este 
apartado  se  discutirán  las  asociaciones  encontradas  al  analizar  45  SNPs  con  los 
parámetros bioquímicos y hematológicos. Estos resultados han proporcionado más 
información  acerca  de  la  regulación  genética  del  metabolismo  del  hierro.  Se 
procede a continuación a discutir sobre los SNPs que han resultado significativos. 
En  el  material  suplementario  del  artículo  4.2  se  contiene  toda  la  información 
acerca  de  los  45  SNPs  que  fueron  analizados.  De  éstos,  22  fueron  asociados 
significativamente a algún parámetro bioquímico o hematológico. 
Es conocido que los niveles séricos de transferrina correlacionan de forma 
inversa con otros parámetros bioquímicos ya que la expresión de la transferrina se 
regula de acuerdo a los requerimientos del organismo (Rolfs et al. 1997, Macedo et 
al. 2005). Esta es la razón por la cual los SNPs presentan efectos de signo contrario 
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para  la  transferrina  en  comparación  con  la  hemoglobina,  hematocrito,  ferritina, 
hierro sérico y VCM (volumen corpuscular medio). El SNP rs1799852 (TF) es una 
excepción  notable  a  esta  norma  ya  que  sus  variantes menos  frecuentes  no  sólo 
reducen  los  niveles  de  transferrina  sino  también  los  de  hemoglobina  y  los  de 
hematocrito. Este patrón singular de asociación induce a pensar que esta variante 
influye  negativamente  en  el  estado  general  del  hierro,  al  reducir  los  niveles  de 
expresión  de  la  transferrina.  Este  SNP  junto  con  rs3811647  y  rs2280673  se 
localizan  en  el  gen  de  la  transferrina  y  se  han  asociado  a  los  valores  de  esta 
proteína  en  sangre  (Benyamin  et  al.  2009a,  Kullo  et  al.  2010,  Blanco‐Rojo  et  al. 
2011, Gichohi‐Wainaina et al. 2015). Los resultados presentados en el artículo 4.2 
replican estas asociaciones. Además, rs3811647 (TF) se ha relacionado con valores 
elevados de transferrina y  le corresponde el nivel de asociación más significativo 
de  los  trabajos  presentados  en  esta  tesis.  De  forma  general,  niveles  altos  de 
transferrina  son  indicadores  de  un  empeoramiento  en  el  estado  del  hierro.  Sin 
embargo,  el  rs3811647 se asoció exclusivamente a  la  transferrina  lo que  sugiere 
que  este  SNP  influye  en  los  niveles  de  esta  proteína  independientemente  del 
estado  del  hierro.  Por  ello  no  se  puede  considerar  un  factor  de  riesgo  para  la 
ferropenia,  lo que  concuerda  con  los  resultados de otros  autores  (McLaren et  al. 
2011, An et al. 2012). 
Tal  y  como  se  ha  observado  en  la  literatura,  el  cromosoma  6  está  muy 
relacionado con los parámetros implicados en la regulación del hierro (Ganesh et 
al.  2009,  McLaren  et  al.  2011  y  2012).  Este  hecho  se  corrobora  en  esta  tesis 
doctoral al encontrarse en este cromosoma la mayoría de los SNPs asociados (ver 
artículo 4.2). El SNP rs4895441 es una de las variantes intergénicas de HBS1L­MYB 
6q23 asociada con niveles elevados de hemoglobina fetal (Ganesh et al. 2009, Kullo 
et  al.  2010,  Stadhouders  et  al.  2014,  Mtatiro  et  al.  2015).  El  gen  MYB  se  ha 
relacionado  con  la  proliferación,  supervivencia  y  diferenciación  de  las  células 
progenitoras hematopoyéticas  (Ganesh et al. 2009). La variante rara de este SNP 
genera  un  incremento  en  los  valores  de  ferritina,  hierro  sérico  y  VCM,  en 
concordancia con otros trabajos (Kullo et al. 2010). Este hecho explicaría por qué 
este  SNP  presenta  un  efecto  protector  en  relación  al  estado  del  hierro,  como  se 
comentará  en  el  siguiente  apartado  de  la  discusión,  y  como  se  ha  observado  en 
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Sankaran y Orkin (2013). Por otra parte, el SNP rs12216125 (6p22.2) se asocia a 
los valores de transferrina y VCM. Ganesch et al. (2009) lo relacionaron con VCM y 
hemoglobina,  mientras  que  Benyamin  et  al.  (2009b)  con  la  saturación  de  la 
transferrina. No se ha propuesto aún ningún mecanismo subyacente, localizándose 
este SNP en una región intergénica en 6p22.2. 
Otro marcador importante situado en el cromosoma 6 es la mutación C282Y 
(rs18000562),  ya  comentada  en  los  apartados  de  discusión  por  objetivos  2  y  3. 
Localizada  en  el  gen  HFE,  se  encuentra  asociada  a  rasgos  eritrocitarios, 
especialmente  hemoglobina  y  hematocrito,  además  de  hierro  sérico,  la 
transferrina, y la saturación de la transferrina (Ganesh et al. 2009, Benyamin et al. 
2009a, Tanaka et al. 2010, Lo et al. 2011, Oexle et al. 2011, McLaren et al. 2011, 
Abbaspour  et  al.  2014).  La  sustitución  C282Y  se  relacionó  con  niveles  altos  de 
hemoglobina y ferritina, y se discute su papel como factor protector en el apartado 
de la discusión del objetivo 6. El efecto contrario se encuentra en las variante rara 
de  rs1319441  en  6p21.33  ya  que  es  un  factor  de  riesgo  de  anemia  ferropénica 
como  se  comentará  al  discutir  el  objetivo 6  (Ganesh  et  al.  2009, Benyamin  et  al. 
2009b,  Li  et  al.  2015).  Localizado  en HIST1H2BJ,  un  gen  que  codifica  para  una 
histona 1‐J tipo H2B, no se conocen aún sus implicaciones fisiológicas. 
Los SNPs  rs855791 y  rs4820268,  localizados en el  gen de  la matriptasa 2 
(TMPRSS6), se analizaron debido a su asociación con niveles bajos de hemoglobina, 
VCM, hierro sérico y con la deficiencia del hierro (Du et al. 2008, Benyamin et al. 
2009a y 2009b, Chambers et al. 2009, An et al. 2012, Pei et al. 2014). También han 
sido asociados a otras enfermedades como la anemia refractaria al hierro (Melis et 
al. 2008, Heeney y Finberg 2014). En la presente tesis doctoral no se encontraron 
asociaciones significativas con ninguno de los parámetros estudiados, salvo con la 
transferrina en el caso de rs855791 (artículo 4.2). Una posible explicación es que 
los  tamaños  muestrales  empleados  no  sean  lo  suficientemente  grandes  para 
revelar  asociaciones  con  SNPs  que  tengan  efectos  pequeños.  Los  efectos  de  los 
SNPs que  sí  han  resultado  significativos  parecen  sensiblemente mayores  que  los 
efectos encontrados en otros trabajos para el SNP rs855791. Por ejemplo, el efecto 
de este SNP sobre  la hemoglobina en Chambers et al.  (2009) para el homocigoto 
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mutante era una reducción de 0,21g/dl en los niveles de esta proteína. En cambio 
para el homocigoto mutante de rs1375515, en el presente trabajo, la reducción fue 
de  0,54g/dl.  El  hecho  de  que  al  aumentar  el  tamaño  muestral,  el  rs855791 
apareciera asociado a la transferrina en el artículo 4.2, parece confirmar esa falta 
de  potencia  estadística  para  los  efectos  pequeños.  Aunque  no  se  replicaron  los 
efectos  adversos de  rs855791 y  rs4820268  sobre  el  estado del  hierro,  otro  SNP, 
rs11089823, también localizado en TMPRSS6 mostró relación con niveles altos de 
hemoglobina  y  hematocrito,  tanto  en  la  regresión  lineal  como  en  los  árboles  de 
decisión, y con niveles bajos de transferrina en el árbol de decisión (artículo 4.2). 
La proteína matriptasa 2 parece funcionar como sensor de los niveles de hierro, de 
tal forma que al reducirse éstos, la matriptasa 2 inhibe la expresión de la hepcidina 
(Du  et  al.  2008,  Silvestri  et  al.  2008),  movilizando  las  reservas  del  mineral  y 
aumentándose  su  absorción  en  el  intestino.  Así,  el  rs11089823,  podría  estar 
incrementando  la  actividad  de  esta  proteína,  a  juzgar  por  los  efectos  sobre 
hemoglobina, hematocrito y transferrina. 
La  región  del  cromosoma  2,  donde  se  localizan  los  SNPs  del  SNaPshot 
rs2673289 y rs16826756, mostró la señal de ligamiento más fuerte con los niveles 
del receptor 1 de la transferrina en un estudio familiar (la otra señal, ligeramente 
más débil, se dio en una región del cromosoma 3 de la que se extrajo el rs1375515 
en el mismo estudio familiar de Remacha et al. (2006). En el artículo 4.1, ninguno 
de  estos  dos  SNPs  del  cromosoma  2  resultaron  asociados  a  los  parámetros 
analizados  y  se  discutió  que  quizás  esas  variantes  responsables  de  la  señal  eran 
específicas de ciertas familias. Sin embargo, en los análisis realizados en el trabajo 
4.2,  al  aumentar  el  tamaño  muestral  de  284  a  358  mujeres,  el  rs16826756  se 
asoció  con  valores  más  bajos  de  VCM.  Además  el  SNP  rs2673289  presentó  un 
modelo recesivo de efecto negativo sobre los niveles de hemoglobina, hematocrito 
y ferritina según el análisis de regresión lineal, y un efecto también negativo en los 
niveles  de  hemoglobina  y  hematocrito  de  acuerdo  a  los  árboles  de  decisión.  Por 
tanto,  se  confirma  la  conexión de esta  región del  cromosoma 2 con  la  regulación 
del  metabolismo  del  hierro,  en  concreto  con  la  ferropenia.  En  el  trabajo  de 
Remacha et  al.  (2006), que  se encuadraba en el proyecto GAIT,  se  relacionaba  la 
enfermedad tromboembólica con los niveles de receptor 1 de transferrina. Según 
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la hipótesis de Sullivan (1989), que otros trabajos han corroborado (Oboshi et al. 
2015),  a  mayor  grado  de  ferropenia  existen  menos  probabilidades  de  sufrir 
trombosis. De lo que se deduce que estas variantes, al estar asociadas a una mayor 
probabilidad de ferropenia (niveles bajos de hemoglobina, ferritina y hematocrito), 
también  estarían  asociadas  a  una  menor  probabilidad  de  sufrir  trombosis.  La 
posible  relación  causal  entre  estos marcadores  y  los niveles del  receptor 1 de  la 
transferrina, deberá profundizarse en otros estudios.       
En  el  artículo  4.1  se  muestra  por  primera  vez  que  el  SNP  rs1375515 
(CACNA2D3)  se  asocia  con  parámetros  bioquímicos  relacionados  con  el  hierro. 
Atendiendo a los resultados del BMA (Bayesian Model Analysis) este SNP se asoció 
con  los  niveles  de  VCM.  También  se  asociaba  en  los  árboles  de  decisión  con 
ferritina y hemoglobina, que son  los parámetros que emplea  la OMS para definir 
los  fenotipos  clínicos  del  hierro  (WHO  2011a,  WHO  2011b).  Los  diferentes 
métodos estadísticos empleados revelaron que el  comportamiento de rs1375515 
es consistente en relación al efecto que parece tener sobre el estado del hierro. Así, 
el alelo G se relacionaba con niveles inferiores de ferritina (artículos 4.1 y 4.2), de 
hemoglobina  (artículo  4.1)  y  de  VCM  (artículo  4.1).  Los  niveles  bajos  de  estos 
parámetros son indicadores de riesgo de padecer anemia ferropénica. Por tanto, la 
presencia del  alelo G  se  asocia  significativamente  con niveles bajos de  estado de 
hierro. Además, estos resultados parecen apuntar a que el rs1375515 muestra un 
efecto  recesivo en relación a  la hemoglobina,  ferritina y  los  fenotipos clínicos, ya 
que es el grupo homocigoto para el alelo menos frecuente (alelo G en este caso), el 
que  presenta  valores  distintos  con  respecto  a  los  demás  (heterocigotos  y 
homocigotos para alelo A). Los resultados de  los modelos de regresión  lineal son 
consistentes con la hipótesis del efecto recesivo. Dado que el test BMA sólo asume 
efectos codominantes, ésta podría ser la razón por la cual no se encontró para este 
test un efecto del SNP en hemoglobina y ferritina.  
El  SNP  rs1375515  se  eligió  para  el  SNaPshot  por  ser  un  tag­SNP  (según 
criterios de HapMap). Este marcador está localizado en una región intrónica de un 
gen  que  codifica  una  subunidad  de  un  canal  de  calcio  alfa  voltaje  dependiente 
(CACNA2D3).  Las  asociaciones  significativas  encontradas,  por  tanto,  pueden 
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implicar  que  este  SNP  es  el  que  ejerce  influencia  sobre  los  niveles  de  los 
parámetros  o  que,  alternativamente,  es  otro  SNP  en  desequilibrio  de  ligamiento 
(LD), el responsable de la relación estadística. El gen de la subunidad del canal del 
calcio  comprende  aproximadamente  1  Mbs  del  cromosoma  3,  localizándose 
rs1375515 aproximadamente a 750kbs del extremo 5’ y 300kbs del extremo 3’ del 
gen (artículo 4.1). Los valores de LD muestran patrones distintos a lo largo de las 
poblaciones y descienden con la distancia genética, de tal forma que los bloques de 
LD de más de 100kbs son poco frecuentes (Daly et al. 2001). De acuerdo al análisis 
realizado con Haploview v4.1, rs1375515 se encuentra emplazado en un bloque de 
25kbs de la región del canal. Si el responsable de la señal estadística fuera otro SNP 
en LD con éste, estaría también localizado muy probablemente en el mismo bloque 
o en otro adyacente y en cualquier caso dentro de la región del canal del calcio. Por 
tanto, atendiendo a las asociaciones encontradas para rs1375515, los datos de su 
localización apuntan a una posible relación entre las variantes del canal del calcio y 
parámetros  bioquímicos  empleados  para  valorar  el  estado  del  hierro  (VCM, 
hemoglobina y ferritina). 
En relación a la asociación con VCM encontrado en el artículo 4.1, y dada la 
localización en la subunidad del canal de calcio, existen numerosas evidencias que 
conectan el volumen celular y  los canales iónicos con patologías del metabolismo 
del hierro. Así, la regulación precisa del volumen celular mediada por intercambio 
iónico  es  esencial  para mantener  una  función  celular  normal,  y  en  consecuencia 
cualquier alteración podría estar implicada en la fisiopatología de desórdenes tales 
como la  insuficiencia hepática,  fibrosis quística, y anemia falciforme (McManus et 
al.  1995,  Lew  et  al.  2002,  Tiffert  et  al.  2007).  Además,  los  hematíes  son  muy 
sensibles  a  los  cambios  en  volumen  lo  cual  puede  producir  anemias  hemolíticas 
(Lew et al. 2002). Sebastiani et al. (2010) descubrieron modificadores genéticos de 
la severidad de la anemia falciforme en un gen KCNK6 que codifica para un canal de 
potasio. Aunque se desconocen los mecanismos fisiológicos de esta asociación, éste 
último  trabajo  parece  apoyar  el  hecho  de  que  el  intercambio  catiónico  está  de 
alguna  forma relacionado con el volumen eritrocitario y por  tanto con diferentes 
tipos de anemia.  
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Asimismo, los propios canales de calcio han sido asociados con el volumen 
celular y el estado del hierro. Lew et al. (2002) mostraron que bloquear los canales 
de calcio afectaba al volumen celular al causar deshidratación, generando anemia 
en  última  instancia.  En  esta  línea,  el  bloqueo  de  los  canales  de  calcio  se  ha 
postulado  como  tratamiento  para  cardiomiopatías  por  sobrecarga  de  hierro 
(Sugishita  et  al.  2009).  Otros  trabajos  demuestran  que  los  canales  pueden  ser 
directamente responsables de la toma de hierro como el canal tipo L dependiente 
de voltaje que podría ser una ruta alternativa para el hierro en su entrada en  los 
cardiomiocitos  (Gaasch  et  al.  2007).  Por  otra  parte,  su  localización  intrónica  es 
consistente  con  su  posible  efecto  ya  que  se  han  descrito  numerosas  variantes 
localizadas en intrones que afectan a la funcionalidad o a los niveles de expresión 
de  la  proteína  en  la  que  se  encuentran  (Benyamin  et  al.  2009a,  2009b  y  2014, 
McLaren et al. 2011). 
Estas evidencias parecen sugerir que  la variante G del  rs1375515, u otras 
variantes en LD, podría influir de alguna manera en la funcionalidad del canal del 
calcio  pudiéndose  incrementar  el  riesgo  de  sufrir  anemia  ferropénica.  Los 
resultados del análisis genético en mayor profundidad (Fine Mapping) en relación  
a este canal se discuten en el siguiente apartado. 
 
Objetivo 5. Estudiar las asociaciones obtenidas más relevantes, con el fin de 
proponer nuevas hipótesis sobre su implicación en la etiología de la anemia 
ferropénica 
La  novedad  que  suponía  el  hallazgo  del  rs1375515,  y  su  posible  relación 
con  la  ferropenia  a  través  de  su  vínculo  con  los  niveles  bajos  de  hemoglobina, 
ferritina y VCM, hacían necesario explorar con mayor profundidad la región donde 
se encontraba. Además, este análisis más detallado podría permitir establecer una 
hipótesis  más  acertada  sobre  el  papel  fisiológico  de  la  subunidad  del  canal  de 
calcio  (CACNA2D3),  en  relación  al  metabolismo  del  hierro.  Así  se  realizó  un 
“mapeo  fino”  (Fine  Mapping)  de  la  región  genética  que  codifica  para  el  canal 
(CACNA2D3).  Este  análisis  apoya  la  hipótesis  de  que  los  canales  de  calcio 
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dependiente  de  voltaje  podrían  ser  una  vía  directa  de  entrada  del  hierro  a  las 
células. Esta hipótesis ya enunciada en el artículo 4.1 se refuerza en el artículo 4.2, 
al  hallarse  varios  SNPs  de  la  región  asociados  con  ferritina,  hierro  sérico,  y  los 
fenotipos clínicos. 
Como  se  comentó  en  la  introducción,  un  Fine  Mapping  es  un  análisis 
genético, en el que se genotipan varios SNPs de una región que anteriormente haya 
sido  resultado  asociado  a  algún  fenotipo  de  interés.  La  selección  de  los  SNPs  se 
realiza  teniendo en  cuenta  el  LD de  la  región, de manera que  se pueda  captar  la 
máxima  variación  tipando  el  menor  número  de  SNPs  posibles.  Así  el  software 
empleado  (Haploview  v4.1),  eligió  un  bloque  de  ligamiento  de  100kb  en  el  que 
rs1375515 estaba  contenido. De  este bloque  seleccionó 16  SNPs, de  los  cuales 5 
resultaron asociados con los niveles de hierro sérico y de ferritina (artículo 4.2).   
La  subunidad  CACNA2D3  posee  una  función  reguladora,  modulando  la 
densidad y la dinámica de activación/desactivación de los canales de calcio tipo L 
(Gurnett  et  al.  1996). Ya  en  el  apartado  anterior  se discutió  su  asociación  con  el 
VCM  en  el  marco  de  las  evidencias  que  relacionan  el  intercambio  iónico  con  el 
volumen  celular  y  las  patologías  del  hierro  (Lew  et  al.  2002).  Sin  embargo,  al 
realizar  el Fine Mapping  del  gen CACNA2D3  los  resultados  sugieren una  relación 
más directa con el ión hierro Fe2+ (artículo 4.2), como se discutirá a continuación. 
De acuerdo con lo anterior, varios estudios han señalado cómo los canales de calcio 
voltaje  dependientes  pueden  ser  una  ruta  de  entrada  directa  del  hierro  a  los 
cardiomiocitos y las neuronas (Oudit et al. 2003, Gaash et al. 2007, Chattipakorn et 
al. 2011, Kumfu et al. 2012). 
A  tenor  del  patrón de LD de  los  SNPs  del Fine Mapping,  se  observa  cómo 
alguno  de  ellos  no  están  en  LD  entre  sí  con  lo  que  actuarían  de  forma 
independiente.  Así,  los  efectos  opuestos,  y  aparentemente  independientes,  de 
algunos  SNPs  de  la  región  son  consistentes  con  la  función  reguladora  de 
CACNA2D3.  Ejemplo  de  esto  son  rs1375515  y  rs1868505  (en  fuerte  LD)  que 
disminuyen los niveles de hemoglobina y ferritina, al contrario que rs49743366 y 
rs1868498 (en LD entre sí, pero no con los dos anteriores) los cuáles aumentan los 
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valores de hierro sérico y ferritina. Esto refuerza el papel potencial del canal como 
vía  de  entrada  del  hierro.  Por  añadidura,  la  ferritina  no  sólo  es  una  proteína  de 
almacenaje del hierro, sino que, como se ha demostrado en neuronas, puede actuar 
también como trasportador extracelular de hierro y podría estar involucrada en la 
toma  de  hierro  en  una  vía  independiente  de  la  transferrina  (Chattipakorn  et  al. 
2011).  La  ferritina  se  localiza  de  forma  ubicua  y  su  expresión  se  regula 
incrementándose  a  través  de  un  elemento  de  respuesta  al  hierro  (IRE,  Iron 
Response Element). Además esta proteína está considerada como el parámetro más 
sensible y específico para identificar la deficiencia de hierro (Camaschella 2015).  
Por  otro  lado,  en  condiciones  de  niveles  de  hierro  elevados,  el  ión  Fe2+ 
compite  con  el  Ca2+  en  la  entrada  al  citoplasma a  través de  los  canales de  calcio 
provocando  daños  en  cardiomiocitos  y  neuronas.  Esta  es  la  razón  por  la  que  el 
bloqueo de estos canales con ciertos  fármacos se emplee como tratamiento de  la 
sobrecarga de hierro (Sugishita et al. 2009), y pueda producir anemia (Lew et al. 
2002).  
La  mayoría  de  los  estudios  anteriores  que  postulan  los  canales  de  calcio 
como vía entrada del hierro  se han  llevado a  cabo con humanos  con  talasemia o 
sobrecarga, en cultivos celulares y/o en modelos murinos. Por tanto, en esta tesis 
doctoral se sugiere, por primera vez, que los canales de calcio tipo L regulados por 
CACNA2D3  podrían  ser  una  vía  directa  para  la  entrada  de  hierro  en  individuos 
humanos sanos.  
  
Objetivo  6.  Establecer  un  modelo  para  identificar  factores  genéticos,  de 
riesgo o protección, que influyen en el desarrollo de la anemia ferropénica 
Como  se  ha  comentado  a  lo  largo  de  la  discusión,  varios  estudios  han 
relacionado marcadores genéticos con  los parámetros hematológicos, pero pocos 
lo  hacen  específicamente  con  los  fenotipos  clínicos  de  la  anemia  ferropénica 
(McLaren et al. 2011, An et al. 2012, Blanco‐Rojo et al. 2014). En los artículos que 
constituyen esta tesis doctoral se aborda la cuestión de la identificación de factores 
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de  riesgo  y  protección  de  la  ferropenia,  mediante  un  árbol  de  decisión  en  el 
artículo  4.1,  otro  árbol  con  un  número  ampliado  de  SNPs  en  el  artículo  4.2  (45 
SNPs) y un modelo de regresión logística de pasos hacia atrás en el 4.2. Todos estos 
modelos  aportaron  información  coherente  y  complementaria  sobre  la  cuestión  y 
han  permitido  replicar  la  asociación  encontrada  en  otros  trabajos  publicados, 
además de revelar nuevas asociaciones con la anemia ferropénica.  
En  el  artículo  4.1  el  árbol  de  decisión  fue  obtenido  considerando  los 
fenotipos  clínicos  como  variable  dependiente  y  los  10  SNPs  del  SNaPshot  como 
variables  independientes.  En  este  caso  el  árbol  incluyó  los  SNPs  rs1375515 
(CACNA2D3)  y  rs1800562  (HFE).  En  el  subgrupo  de  individuos  que  eran 
homocigotos  para  el  alelo  G  de  rs1375515,  la  proporción  de  anémicos  casi  se 
triplicaba en comparación con  la muestra  total  (27,6%  frente a 10,6%). Por otro 
lado,  en  aquellos  individuos  no  homocigotos  para  el  alelo  G  de  rs1375515  y 
heterocigotos  para  rs1800562,  la  proporción  de  individuos  normales  casi  se 
doblaba (77,8% frente a 43,7%), y desaparecían los anémicos. Se identificaban por 
tanto, un factor de riesgo y otro de protección, para la anemia ferropénica. De esta 
forma,  el  efecto  combinado  de  rs1375515  y  de  C282Y,  explicaba  diferencias 
significativas en la distribución de los individuos entre los tres grupos fenotípicos. 
El árbol que se construyó en el artículo 4.2 con un mayor número de SNPs (45) y 
una muestra aumentada, confirma el  factor de protección rs1800562, y descubre 
otro de riesgo, el SNP rs13194491 (HBS1L).  
Por otra parte, en el artículo 4.2, analizando 45 SNPs, se muestra un modelo 
genético (regresión logística por pasos hacia atrás) que estima las probabilidades 
de  pertenecer  a  un  determinado  grupo  clínico.  En  este modelo  se  observa  como 
cuatro  SNPs  explican  una  proporción  significativa  de  la  varianza  del  estado  del 
hierro, de los cuales dos son factores protectores (rs1800562 en HFE y rs4895441 
en  HBS1L)  y  otros  dos,  rs13194491  (HIST1H2BJ)  y  rs1868505  (CACNA2D3), 
factores  de  riesgo  de  padecer  anemia  ferropénica.  Este  modelo  representa  un 
compendio  coherente  de  los  resultados  obtenidos  para  los  árboles  de  decisión 
comentados.  
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El modelo clasifica de forma correcta una proporción relativamente alta de 
individuos  (45%)  si  nos  atenemos  a  los  valores  de  heredabilidad  para 
hemoglobina  y  ferritina:  0,34‐0,59  para  hemoglobina  y  0,20‐0,29  para  ferritina 
(Whitfield y Martin 1985, Garner et al. 2000, Souto et al. 2003, Sala et al. 2008). Sin 
embargo, dado que el grupo deficiente es el mayoritario, el porcentaje de acierto 
en  la  predicción  proviene  preferentemente  de  estimar  los  individuos  deficientes 
como tales, lo que aumenta las reservas sobre la capacidad predictiva del modelo.  
Por tanto, una correcta lectura del modelo sería aquella en la que se relaciona a los 
marcadores  incluidos,  con  una mayor  o menor  probabilidad  de  pertenecer  a  un 
determinado grupo fenotípico. De esta forma la probabilidad de ser anémico frente 
a deficiente y normal  se  incrementa en 1,69 veces para  los portadores de AG de 
rs1868505  (CACNA2D3)  y  3,07  veces  para  los  portadores  de  CT  en  rs13194491 
(HIST1H2BJ). Contrariamente,  la probabilidad de ser normal  frente a deficiente y 
anémico aumenta 14,93 veces en los portadores de AA para rs4895441 (HBS1L), lo 
que supone un efecto protector notable. De la misma forma,  los heterocigotos GA 
de  rs1800562  presentaban  una  probabilidad  6,06  veces mayor  de  ser  normales 
frente a los demás fenotipos. La división del estado del hierro en dos grupos en vez 
de en tres, como aconseja el criterio de la OMS (WHO 2001), así como una muestra 
más grande, podrían mejorar las estimaciones del modelo, además de aumentar el 
número de SNPs incluidos. 
Por  último,  cabe  mencionar  aquellos  SNPs  que,  si  bien  no  se  asociaron 
directamente  con  los  fenotipos  clínicos,  sí  mostraron  una  gran  importancia  en 
relación  a  parámetros  bioquímicos  y  hematológicos  con  lo  que  podrían  ser 
relevantes  en  relación  al  estado  del  hierro.  Este  es  el  caso  de  rs11089823 
(Matriptasa 2),  rs1799852 (TF), y rs2673289 (cromosoma 2, señal de  ligamiento 
con  receptor  soluble  1  de  transferrina).  Estos  marcadores  deben  también 
considerarse  factores de protección o de  riesgo,  si nos atenemos a  los diferentes 
parámetros  con  los que  se asocia,  y  a  la  alta  significación. Finalmente,  aunque el 
rs3811647  (TF)  mostró  la  asociación  más  estadísticamente  significativa,  no  se 
debe  considerar  un  factor  de  riesgo  ya  que  se  relaciona  exclusivamente  con  los 
niveles  de  transferrina  sérica,  sin  que  esto  tenga,  aparentemente,  ningún  efecto 
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sobre el estado general del hierro, en concordancia con otros trabajos (McLaren et 
al. 2011, An et al. 2012). 
Es  necesario  recalcar  que  la  muestra  empleada  posee  características 
específicas  que  hacen  que  no  sea  una  representación  exacta  de  la  población 
general. Los individuos son mujeres en edad fértil, ya que es el grupo poblacional 
con más riesgo de sufrir anemia. Atendiendo a los criterios de la OMS, dividimos la 
muestra en tres grupos clínicos, de  los cuales el anémico y el de  la deficiencia en 
hierro podrían estar sobrerrepresentados en relación a  la población general. Aún 
así, a tenor del éxito a la hora de replicar la asociación de ciertos SNPs, no parece 
que  la  proporción de  los  grupos  y  el  sexo  estén  siendo  factores  de  confusión  en 
estos análisis. 
 
5.2. Temas transversales y consideraciones generales 
En  este  último  apartado  de  la  discusión  se  abordan  asuntos  que,  por  su 
relación indirecta con los objetivos fundamentales de los artículos contenidos en la 
presente  tesis  doctoral,  no  han  podido  ser  discutidos  hasta  ahora.  Se  ha 
considerado  que  estos  temas  poseen  la  suficiente  importancia  como  para  ser 
tratados en una sección independiente. 
 
Papel de la selección natural en los marcadores genéticos 
En  relación  a  la  selección  natural,  es  plausible  especular  que  aquellas 
variantes  relacionadas con patologías o desórdenes metabólicos,  como es el  caso 
de  la  presente  tesis,  hayan  experimentado  presión  selectiva  en  sus  frecuencias 
alélicas. El efecto de esta presión parece revelarse en el análisis de  los exones de 
hepcidina y hemojuvelina en relación con la hemocromatosis (artículo 3.2) donde 
no se encontró ninguna mutación. En relación a  la anemia  ferropénica se cumple 
además un patrón que es coherente con el efecto de la presión selectiva: aquellas 
variantes  con  un  efecto  fuerte  sobre  el  parámetro  con  el  que  se  asocian  suelen 
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presentar frecuencias bajas, mientras que otras con efectos más tenues suelen ser 
variantes más  comunes.  Este  fenómeno  guarda  cierta  relación  con  los  hallazgos 
presentados  por  el  proyecto  HapMap  (International  HapMap  Consortium  2007). 
Éstos muestran cómo  los SNPs no sinónimos presentan, de media, variantes más 
raras  que  los  SNPs  sinónimos.  Este  patrón  tiene  una  excepción  parcial  que  es  el 
rs3811647. Este SNP muestra frecuencias relativamente equilibradas para sus tres 
genotipos, una significación muy alta en su asociación con la transferrina y un gran 
efecto en los niveles de esta proteína. Pero esta excepción es parcial en el sentido 
de que este SNP no se encuentra directamente asociado con la anemia ferropénica, 
aunque pueda ser considerada un  factor de riesgo (Blanco‐Rojo et al. 2011) y en 
otros casos parece que modera la gravedad de la hemocromatosis (de Tayrac et al. 
2015). Tanto en el  artículo 4.1  como en el 4.2  vemos  como  rs3811647  se asocia 
fuertemente con la transferrina pero no con la hemoglobina, con la ferritina, ni con 
la anemia ferropénica. De ahí, la posible falta de efecto de la presión selectiva para 
este marcador. 
El  gen  del HFE,  como  ya  se  ha  comentado  anteriormente,  es  clave  en  el 
metabolismo del hierro. La mutación C282Y se ha revelado en esta tesis como un 
elemento  fundamental en relación al estado del hierro (artículos 4.1 y 4.2). La baja 
frecuencia  de  homocigotos  mutantes  se  explica  por  la  severidad  de  la 
hemocromatosis. Sin embargo, la frecuencia de heterocigotos es más alta de lo que 
cabría  pensar  dada  la  gravedad  de  esta  enfermedad  y  juega  un  papel  protector 
como se observa en los artículos 4.1 y 4.2. En la línea de la hipótesis de la presión 
selectiva,  las  distribuciones  actuales  podrían  haber  sido  fruto  de  dos  efectos 
selectivos opuestos: el negativo por la patología de la hemocromatosis y la ventaja 
selectiva  de  poseer  una  variante  que  aumente  significativamente  los  niveles  de 
hierro en el organismo. Esta ventaja podría haber sido especialmente  importante 
en condiciones nutricionales adversas, en las que la disponibilidad de hierro en la 
dieta fuera baja. Con todo, es difícil valorar, tanto en este caso como en otros, si la 
distribución no obedece meramente a dinámicas poblacionales en las que inciden 
movimientos migratorios,  deriva  génica  o  efecto  fundador  entre  otros.  Así,  tal  y 
como  se  explica  en  el  artículo  3.2,  la  mutación  HFE  se  originó  en  el  norte  de 
Europa, y su distribución de frecuencias posee un gradiente descendente hacia el 
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sur  de  Europa.  Además,  aún  siendo  la  doble  mutación  C282Y  potencialmente 
grave, su penetrancia se encuentra alrededor del 24 al 43% en hombres (Rossi et 
al.  2008),  lo  que  justificaría  una  baja  presión  selectiva.  En  definitiva,  si  bien  el 
efecto  protector  del  genotipo  heterocigoto  es  significativo  e  importante  a  nivel 
poblacional  (art  4.1  y  4.2),  no  contamos  con  la  suficiente  evidencia  como  para 
concluir que haya habido una presión selectiva positiva sobre esta variante.    
 
Estudio Genes­candidato y replicación de resultados de los estudios GWAS. 
Una  de  las  aproximaciones  al  problema  de  la  herencia  de  los  rasgos 
complejos es el estudio de los genes que codifican para proteínas implicadas en las 
rutas metabólicas relacionadas con un determinado rasgo, como es el caso del gen 
HFE. Esta aproximación se ve reforzada en ocasiones por los estudios familiares en 
los que se da a conocer una mutación con un efecto especialmente patológico. El 
abordaje gen‐candidato ha revelado mutaciones que en su gran mayoría parecen 
ser muy raras o exclusivas de algunas  familias. Sin embargo, esto provocaba que 
las variantes comunes con mayor  implicación a nivel poblacional se mantuvieran 
sin conocer. Tal y como se demuestran en muchos estudios de asociación GWAS, 
son las variantes más frecuentes, las que contribuyen en mayor medida a explicar 
la base genética de  las enfermedades comunes (Lohmueller et al. 2003). La  línea 
seguida en la presente tesis doctoral se inició  con el estudio complementario 4.3 y 
con el  artículo 3.2. En  ellos,  al  estudiar  genes  candidatos,    se  acabó  concluyendo 
que estos genes, debido a su implicación clave en el metabolismo, suelen estar muy 
conservados y por tanto, son muy poco variables. Este es el motivo por el que se 
buscaron nuevos abordajes del problema, como el replicar en población española 
variantes significativas halladas en estudios de asociación GWAS. De esta manera, 
los estudios de asociación permiten detectar variantes en regiones y genes que no 
se  hubieran planteado de  forma  inicial.  Es  a  posteriori,  una  vez  identificados  las 
variantes con una posible  relación con un  fenotipo determinado,  cuando se debe 
plantear los estudios más exhaustivos, en los genes o regiones que hayan resultado 
asociados.  Ésta  es  la  secuencia  de  pasos  que  se  siguió  en  relación  a  la  región 
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CACNA2D3,  lo  que  permitió  plantear  una  hipótesis  sobre  la  posible  implicación 
fisiológica de los canales de calcio en el metabolismo del hierro.   
 
Análisis estadísticos, significación y tamaño muestral 
Los métodos estadísticos empleados se discuten ligeramente en la discusión 
del objetivo 4, pero merecen una mención un tanto más extensa por su implicación 
en  los resultados y conclusiones de  la presente tesis doctoral. La combinación de 
diferentes análisis estadísticos, a riesgo de suponer un factor de confusión a la hora 
de  interpretar  los datos, ha  resultado ser una  forma productiva de extracción de 
información.  Los  diferentes  métodos  empleados  en  los  trabajos  han  presentado 
poca  disparidad  en  las  conclusiones  fundamentales  y  se  han  complementado  en 
gran medida.  
La  estructura  de  los  árboles  de  decisión  depende  tanto  de  la  fuerza  del 
efecto como de la frecuencia de la variante, y por supuesto de la competición con 
otros SNPs en la división de la muestra. Así, es posible que varios SNPs que tienen 
un  efecto  significativo  por  separado  sobre  la  variable  dependiente,  no  acaben 
reflejados  en  el  árbol.  Por  ello,  siempre  se  consideró  necesario  complementarlo 
con análisis más descriptivos como por ejemplo las regresiones lineales. El modelo 
de la regresión logística permitía valorar en el mismo plano el efecto conjunto de 
varios  SNPs  significativos  sobre  los  fenotipos  del  estado  del  hierro.  Ese  es  el 
motivo por el cual en el artículo 4.2 el árbol sólo presenta dos SNPs de los cuatro 
en  la  regresión  logística.  Esto  también  explica  cómo  muchos  de  los  SNPs  que 
resultan asociados en la regresión lineal no aparecen en los árboles de decisión.  
El  valor  de  los  árboles  de  decisión  radica  en  que  su  estructura  permite 
analizar el efecto diferencial que puedan  tener algunos SNPs,  sobre un  subgrupo 
determinado de la muestra que previamente haya sido definido por otro marcador. 
Con  lo  que  es  capaz  de  valorar  el  efecto  conjunto  de  varios  marcadores  y  sus 
posibles interacciones. Como ejemplo, en el árbol de la transferrina analizado en el 
artículo 4.2, se puede observar cómo en el subgrupo definido por los portadores de 
AA del SNP rs3811647 (TF), es donde el  posible efecto protector del rs11089823 
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(TMPRSS6)  es  más  significativo.  Por  tanto  los  árboles  no  sólo  detectan  efectos 
significativos sobre las variables, sino que nos informan de en qué segmentos de la 
muestra ese efecto es más importante.  
Otra ventaja de los árboles de decisión es que estiman el posible modelo de 
efecto  (dominante,  recesivo  o  codominante),  sin  necesidad  de  establecer  una 
hipótesis previa ya que estima cuál de las segregaciones de la muestra en función 
de los genotipos de los SNPs es la más significativa. Esta propiedad de los árboles 
también ha  generado  contrapartidas  al  generar  en ocasiones,  agrupaciones de  la 
muestra  espurias  o  sin  ningún  sentido  biológico.  Estos  artefactos  estadísticos  se 
han corregido, ajustando los criterios de número mínimo de individuos en el nodo 
parental y filial, al tamaño muestral con el que se ha trabajado. En este sentido, una 
muestra de 358  individuos provocaba  a  veces que no  todos  los  genotipos de  los 
SNPs  tuvieran  un  número  suficiente  para  las  tres  clases  (homocigoto  normal, 
heterocigoto, homocigoto mutante). Por lo tanto, en ocasiones, el modelo de efecto 
estimado  se  debe  interpretar  con  cautela,  ya  que  podría  variar  al  aumentar  el 
tamaño muestral.  En  términos  generales,  este  aumento debería producir  árboles 
de  decisión  más  estables  que,  además,    representarían  los  efectos  de  los 
marcadores de forma más ajustada a la realidad.    
Además, el tamaño muestral incide directamente en la significación, no sólo 
de  los  árboles  de  decisión,  sino  también  del  resto  de  los  test  estadísticos 
empleados.  El  hecho  de  que  varios  SNPs  no  se  hayan  podido  replicar  puede 
guardar relación con este aspecto de la muestra. En la discusión del objetivo 4 ya 
se  ha  tratado  esta  cuestión  en  relación  al  SNP  rs855791.  El  no  disponer  de  una 
muestra  de  mayor  tamaño  quizás  esté  provocando  una  pérdida  de  potencia 
estadística para los SNPs con efectos pequeños. En la terminología empleada en los 
estudios de asociación se llama “efecto Jackpot” al hecho de no poder replicar SNPs 
en  otros  estudios,  posiblemente  por  errores  de  tipo  II,  causados  por  falta  de 
potencia estadística (Chanock et. al 2007, Carracedo y Salas 2008). En esta línea, se 
observa como la ampliación de  la muestra de 284 que se empleaba en el artículo 
4.1  y  en Blanco‐Rojo  et  al.  (2011),  a  358 mujeres    ocasionó que 4  SNPs más del 
decaplex  resultaron  asociados  (artículo  4.2).  Es  de  esperar,  por  tanto,  que  el 
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aumento  de  la  muestra  facilite  el  hallazgo  de  más  SNPs  relacionados 
significativamente con el estado del hierro. Por otro lado, otra de las causas de la 
falta  de  replicación  es  una  mala  definición  del  fenotipo  de  interés  (Salas  y 
Carracedo 2007). La división de  los  fenotipos clínicos que realiza  la OMS y otros 
autores  empleando  hemoglobina  y  ferritina  (WHO  2001,  Navas‐Carretero  et  al. 
2008,  WHO  2008,  WHO  2011a,  WHO  2011b)  es  una  clasificación  basada  en  la 
existencia  de  un  grupo  poblacional  con  deficiencia  de  hierro  y  sin  anemia,  con 
capacidades  físicas  y  cognitivas  mermadas.  En  este  sentido,  la  diferencia  en  la 
gravedad de estos  síntomas proporciona base  clínica para  separar deficientes de 
anémicos. Sin embargo, esto contrasta con la mayoría de los estudios de asociación 
que suelen establecer sólo dos categorías, a saber, sanos y enfermos. La división de 
los  fenotipos de  la  anemia  en dos  grupos posiblemente  facilitaría  encontrar más 
SNPs  asociados  a  este  trastorno,  especialmente  cuando  se  emplean  tamaños 
muestrales no muy elevados.  
En  cuanto  a  los  criterios  de  significación  que  se  han  seguido,  se  debe 
resaltar que han sido considerablemente más bajos que los que se emplean en los 
estudios de asociación GWAS. En el caso de los estudios de asociación, la dificultad 
de replicar los resultados de un estudio en otras poblaciones independientes y  la 
gran cantidad de SNPs e individuos valorados multiplica los análisis estadísticos de 
forma exponencial con lo que se aumentan las posibilidades de generar errores de 
tipo  I,  o  hallazgos  aleatorios.  La  tendencia  de  publicar  valores  muy  bajos  de 
significación para considerar un SNP como asociado (Ganesh et al. 2009, McLaren 
et  al.  2011,  Oexle  et  al.  2011,  entre  otros),  posiblemente  haya  provocado  que 
muchos  estudios  no  pudiesen  replicar  ciertos  hallazgos  por  falta  de  potencia 
estadística, como comentó Chanock et al. (2007). En los trabajos aquí presentados 
se emplea un nivel de significación del 0,05 que se considera adecuado en función 
del diseño experimental y el bajo número de SNPs valorados. Eso no es óbice para 
que a los árboles no se les aplique  la corrección de Bonferroni, ya que cada uno de 
ellos genera varios análisis. Por otro  lado,  se da  la circunstancia de que  los SNPs 
han  sido  previamente  seleccionados  de  otros  estudios  en  los  que  ya  resultaron 
significativamente asociados. Por tanto, considerando la evidencia a priori parece 
que no es necesario aumentar la exigencia de significación en nuestra muestra. Por 
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otro  lado,  la  significación  relativa  de  los  SNPs  en  los  estudios  de  asociación 
publicados  en  la  literatura  se  mantiene,  en  términos  generales,  en  los  artículos 
incluidos  en  la  presente  tesis  doctoral.  Así  los  SNPs  más  significativos  en  la 
literatura  también  lo  son en  los artículos presentados,  lo que  refuerza  la  idea de 
que  las  relaciones  encontradas  no  son  espurias.  Este  hecho  es  de  especial 
relevancia en aquellos marcadores que se testan por primera vez, como es el caso 
de  los contenidos en el Fine Mapping (artículo 4.2). En conclusión,  los resultados 
obtenidos refuerzan el posible acierto en los criterios de significación. 
 
Consideraciones finales 
Por  último,  cabe  destacar  que  la  presente  tesis  doctoral  se  centra  en  el 
análisis  de  la  base  genética  de  la  anemia  ferropénica,  un  trastorno  en  el  que 
factores  ambientales  como  la  pérdida  de  sangre  por menstruación,  patologías  o 
infecciones  subyacentes  y  la  nutrición  también  juegan  un  papel  fundamental 
(Abbaspour  et  al.  2014,  Blanco‐Rojo  et.  al  2014).  De  hecho,  se  considera  que  en 
países  desarrollados,  la  primera  causa  de  anemia  ferropénica  es  una  dieta 
inadecuada en hierro (Camaschella 2015). A la luz de los resultados de la presente 
tesis  doctoral,  se  refuerza  el  conocimiento  de  la  base  genética  de  la  anemia 
ferropénica, hallándose factores genéticos que, presumiblemente interaccionando 
con  los  ambientales,  pueden  aumentar  o  disminuir  el  riesgo  de  desarrollar  este 
desorden.  
Como  reflexión  final,  los  hallazgos  de  la  presente  tesis  doctoral  han 
permitido  profundizar  en  la  asociación  entre  marcadores  genéticos  y  los 
trastornos del metabolismo del hierro al haber: a) mostrado como la hepcidina y la 
hemojuvelina  son  genes  altamente  conservados  en  población  española  con 
sobrecarga de hierro, b) replicado, por primera vez, la asociación de determinados 
marcadores con parámetros relacionados con el estado del hierro y con la anemia 
ferropénica,  en  población  española,  c)  identificado  un  nuevo  SNP  (rs1375515) 
relacionado con el estado del hierro, y d) proporcionado evidencia genética de que 
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los  canales  de  calcio  podrían  ser  una  vía  de  entrada  de  hierro  en  condiciones 
fisiológicas.
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Conclusiones 
 
Conclusiones  del  objetivo  1.  Diseñar  y  valorar  una  herramienta  de 
genotipado  (reacción  de  mini­secuenciación  SNaPshot),  para  replicar  la 
asociación  entre  marcadores  genéticos  y  parámetros  bioquímicos 
relacionados con el metabolismo del hierro 
La  reacción  multiplex  de  minisecuenciación  desarrollada  es  una 
herramienta  sencilla,  sensible,  robusta,  con  una  tasa  de  error  despreciable  y  de 
bajo coste,  lo que hace aconsejable su uso    rutinario como técnica de genotipado 
y/o  de  diagnóstico  clínico.  Queda  demostrada,  también,  su  utilidad  para  la 
replicación de resultados de estudios de asociación. 
La  herramienta  de  genotipado  diseñada  (SNaPshot)  es  capaz  de  obtener 
resultados  fiables  trabajando  con un  rango variable  de  concentraciones  del ADN 
molde (de 400 a 2 ng/µL).  
El aumento de los ciclos en la primera PCR fue la modificación más efectiva 
de  cara  a  minimizar  la  presencia  de  alelos  inespecíficos  y  obtener  un  perfil 
equilibrado,  en  comparación  con  los  ensayos  a  diferentes  concentraciones  de 
oligonucleótidos, temperaturas de anillamiento y ciclos de PCR.     
Se  demuestra  que  los  criterios  empleados  para  la  selección  de  los  SNPs 
incluidos en la reacción de minisecuenciación o SNaPshot, son apropiados, a tenor 
del  conjunto  de  resultados  obtenidos  en  esta  tesis  doctoral.  Así,  todos  los 
marcadores,  salvo  el  SNP  rs4820268,  se  asociaron  con  al  menos  uno  los 
parámetros bioquímicos estudiados. 
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Conclusiones  del  objetivo  2.  Comparar  la  variabilidad  de  los  marcadores 
incluidos  en  el  SNaPshot  entre  población  española  y  otras  caucásicas. 
Estudiar su posible estructura poblacional, con el  fin de valorar  la utilidad 
clínica de estas variantes 
Todos  los  marcadores  incluidos  en  el  SNaPshot  pueden  ser  considerados 
variantes  comunes  tanto  en  población  española  como  en  otras  poblaciones 
caucásicas. Únicamente el  SNP rs2673289 mostró diferencias  significativas entre 
las  poblaciones  europeas  recogidas  en  HapMap  y  las  mujeres  normales  (no 
anémicas) de nuestra muestra. El hecho de encontrar estas diferencias no invalida 
su empleo en población española. 
Las  diferentes  distribuciones  genotípicas  encontradas  entre  los  grupos 
fenotípicos/clínicos,  la  falta  de  estructura  poblacional  y  los  resultados  de 
distancias genéticas hacen que el conjunto de SNPs analizados mediante SNaPshot 
sea  de  interés  para  replicar  los  resultados  encontrados  en  los  estudios  de 
asociación genética relacionados con el metabolismo del hierro.  
La  semejanza  entre  nuestra  muestra  y  otras  poblaciones  caucásicas,  en 
cuanto  a  distancia  genética  se  refiere,    permite  emplear  aquellos  tag‐SNPs 
seleccionados a partir de la información de HapMap relativa al LD y a los posibles 
bloques  de  haplotipos.  De  esta  forma,  se  refuerza  la  utilidad  del  decaplex 
desarrollado.  
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Conclusiones  del  objetivo  3.  Buscar  variantes  en  los  genes  candidato  del 
exceso  de  hierro  y/o  hemocromatosis  (hepcidina  y  hemojuvelina)  en 
individuos  con  diferentes  genotipos  para  el  gen  HFE.  Comparar  su 
distribución alélica con la de otras poblaciones 
Las  regiones  exónicas  de  HJV  y HAMP  están  raramente  implicadas  en  la 
sobrecarga  de  hierro  en  población  española,  a  juzgar  por  la  ausencia  de 
mutaciones  encontrada  en  estos  genes.  Además,  estas  regiones  están  muy 
conservadas,  según  indica  el  análisis  en  nuestra  muestra  y  la  revisión  de  la 
literatura. 
Se  confirma  una  baja  prevalencia  de  sobrecarga  de  hierro  y 
hemocromatosis debida a HFE en poblaciones españolas,  lo que concuerda con el 
gradiente noroeste‐sureste que presenta la frecuencia de C282Y en Europa.  
 
Conclusiones  del  objetivo  4.  Establecer  asociaciones  entre  marcadores 
genéticos  y  parámetros  bioquímicos  y  hematológicos  relacionados  con  el 
metabolismo del hierro 
La  variante  menos  frecuente  del  SNP  rs3811647  (TF)  está  asociada 
exclusivamente,  con  una  alta  significación  estadística,  a  niveles  altos  de 
transferrina  sérica.  No  existe  evidencia  para  considerar  a  este  marcador  como 
factor  de  riesgo  para  la  anemia  ferropénica  de  acuerdo  a  los  resultados  de  la 
presente tesis doctoral. 
El SNP rs1799852 (TF) se asocia con niveles bajos de  transferrina y otros 
parámetros bioquímicos. Su localización sugiere que este SNP reduce la expresión  
de la transferrina sérica lo que genera un empeoramiento en el estado general del 
hierro. 
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La  mutación  C282Y  (HFE)  se  relaciona  con  niveles  más  altos  de 
hemoglobina y ferritina, y con niveles más bajos de transferrina. 
La  variante  menos  frecuente  del  SNP  rs4895441,  relacionado  con  la 
hemoglobina fetal y  localizada en  la región intergénica HBS1L­MYB, se asocia con 
niveles más  altos  de  ferritina,  hierro  sérico  y  volumen  corpuscular medio,  y  con 
niveles más bajos de transferrina.  
La  variante menos  frecuente  del  SNP  rs13194491  (HIST1H2BJ),  se  asocia 
con niveles más bajos de hemoglobina, hematocrito y hierro sérico. 
El  marcador  rs11089823  se  asocia  a  niveles  altos  de  hemoglobina  y 
hematocrito, se confirma así  la implicación del gen de la matriptasa 2 (TMPRSS6) 
en el metabolismo del hierro.  
Los  SNPs  rs2673289  y  rs16826756  (cromosoma  2)  replican  la  señal  que 
relacionaba  el  riesgo  de  sufrir  trombosis  con  los  niveles  del  receptor  1  de  la 
transferrina.  De  esta  forma,  se  refuerza  la  asociación  entre  la  anemia  y  la 
enfermedad tromboembólica. 
El  SNP  rs1375515  está  asociado  con  valores  bajos  de  ferritina,  de 
hemoglobina y de volumen corpuscular medio. La localización de este SNP en una 
región cromosómica que codifica una subunidad de un canal de calcio (CACNA2D3) 
sugiere que sus variantes afectan a la funcionalidad del canal.  
 
Conclusiones  del  objetivo  5.  Estudiar  las  asociaciones  obtenidas  más 
relevantes, con el fin de proponer nuevas hipótesis sobre su  implicación en 
la etiología de la anemia ferropénica 
Se  refuerza  el  papel  regulador  de  la  subunidad  alfa  del  canal  de  calcio  a 
tenor  de  los  efectos  de  diferente  signo  encontrados  para  los  SNPs  seleccionados 
mediante Fine Mapping.  
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Se  proponen  los  canales  de  calcio  tipo  L  como  vía  directa  de  entrada  de 
hierro en condiciones fisiológicas, de acuerdo con las asociaciones entre los SNPs 
seleccionados mediante Fine Mapping y la ferritina y el hierro sérico. Esta hipótesis 
deberá  ser  explorada  en  futuros  estudios  de  expresión,  moleculares,  modelos 
animales, y otros. 
 
Conclusiones del objetivo 6. Establecer un modelo para  identificar  factores 
genéticos de riesgo o protección que  influyen en el desarrollo de  la anemia 
ferropénica 
Dos variantes, el alelo A de rs1800562 en HFE (C282Y) y el G de rs4895441 
en HBS1L­MYB, presentan un efecto protector en relación a la anemia ferropénica. 
Por el contrario, el alelo A de rs1868505 en CACNA2D3 y el T de rs13194491 en 
HIST1H2BJ aumentan el riesgo de ser anémica en mujeres en edad reproductiva.  
Otros  SNPs  que  no  se  asociaron  directamente  con  los  fenotipos  clínicos 
podrían  considerarse  factores de  riesgo o protección de  la  anemia,  a  tenor de  la 
relevancia  de  sus  asociaciones  con  los  parámetros  del  hierro.  Así  podrían  ser 
factores de riesgo los SNPs rs2673289 (cromosoma 2) y rs1799852 (TF), y factor 
de protección el rs11089823 (TMPRSS6).  
 
Conclusiones de los temas transversales y consideraciones generales 
Se  confirma  el  papel  regulador  del  ADN  intrónico  e  intergénico  en  el 
metabolismo del hierro ya que la mayoría de los SNPs para los que se ha hallado 
asociación se encuentran en regiones no exónicas. 
El  tamaño  muestral  empleado  en  estos  estudios  de  asociación  de 
marcadores  genéticos  con  la  anemia  ferropénica,  ha  resultado  ser,  en  general, 
suficiente  para  replicar  los  datos  obtenidos  de  otros  estudios  de  asociación.  Sin 
embargo,  la  falta  de  asociación  para  el  SNP  rs855791  (TMPRSS6)  parece  indicar 
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una relativa falta de potencia estadística para los marcadores con efectos pequeños 
sobre el parámetro de interés. 
La coherencia de nuestros  resultados en comparación  con otros trabajos, y 
la significación obtenida indican que no se han encontrado asociaciones espurias.  
Los análisis de estudios multivariantes, tales como los árboles de decisión y 
la regresión logística por pasos hacia atrás, han aportado información coherente y 
complementaria sobre la relación de  los marcadores genéticos con los trastornos 
del metabolismo del hierro. 
Los árboles de decisión se han mostrado útiles a la hora de revelar posibles 
interacciones entre los factores genéticos que regulan el estado del hierro. 
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